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ΕΙΣΑΓΩΓΗ
I. ΦΥΛΟΓΕΝΕΣΗ
Οι βιολόγοι υπολογίζουν ότι υπάρχουν περίπου 5-100 εκατομμύρια είδη 
οργανισμών που ζουν στον πλανήτη γη. Τα στοιχεία από μορφολογικά, 
βιοχημικά αλλά και δεδομένα αλληλουχιών γονιδίων προτείνουν ότι όλοι οι 
οργανισμοί είναι γενετικώς συγγενικοί και οι γενεαλογικές σχέσεις των ζώντων 
οργανισμών αναπαριστούνται από ένα τεράστιο εξελικτικό δένδρο, το δένδρο 
της ζωής. Το δένδρο της ζωής αναπαριστά τις φυλογενέσεις των οργανισμών 
π.χ. την ιστορία των γραμμών των οργανισμών όπως αυτή αλλάζει με το 
πέρασμα του χρόνου.
Επομένως η φυλογένεση αναφέρεται στις εξελικτικές σχέσεις ανάμεσα στα 
είδη. Η διαδικασία της εξέλιξης τουλάχιστον δυο νέων ειδών από ένα 
προϋπόρχον είδος καλείται ειδογένεση. Οι φυλογενέσεις τυπικά 
αναπαριστούνται σε δένδρα. Το σχήμα αυτών των δένδρων ποικίλλει αλλά 
μπορούν να ερμηνευτούν ως εξής: οι γραμμές με ονόματα που σχετίζονται με 
αυτές αναφέρονται σε είδη που είναι στενά συγγενικά το ένα με το άλλο σε 
σύγκριση με άλλες ομάδες πάνω στο δένδρο. Οι γραμμές που οδηγούνται 
στην ίδια γραμμή αντιπροσωπεύουν είδη με έναν κοινό πρόγονο. Στην 
παρακάτω εικόνα υπάρχουν τρία διαφορετικά φυλογενετικά δένδρα που 
αντιπροσωπεύουν το ίδιο πρότυπο των φυλογενετικών σχέσεων ανάμεσα στα 
είδη.
Εικόνα 1 Τρία φυλογενετικά δένδρα που αντιπροσωπεύουν το ίδιο πρότυπο φυλογενετικών 
σχέσεων
7
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 02:01:03 EET - 137.108.70.7
Τα φυλογενετικά δένδρα χωρίζονται σε έριζα και άρριζα. Ένα έριζο 
φυλογενετικό δένδρο είναι ένα δένδρο με ένα μοναδικό κόμβο που 
ανταποκρίνεται στον πιο πρόσφατο κοινό πρόγονο όλων των ειδών που 
παριστάνονται στα φύλλα του δένδρου. Ένα άρριζο φυλογενετικό δένδρο δεν 
αναπαριστά την κατεύθυνση της εξελικτικής αλλαγής και δεν προσδιορίζει τις 
προγονικές και απογονικές μονάδες (Woese 1998).
II. ΜΕΘΟΔΟΙ ΦΥΛΟΓΕΝΕΤΙΚΗΣ ΑΝΑΛΥΣΗΣ
1. ΙσοένΕυυα
Ισοένζυμα θεωρούνται τα ένζυμα που καταλύουν την ίδια αντίδραση αλλά 
διαφέρουν στη δομή τους και συνήθως σε μερικές ιδιότητες τους π.χ. 
ιστοειδίκευση, ευαισθησία σε αναστολείς, συγγένεια με το υπόστρωμα. Τα 
ισοένζυμα είναι πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται από διαφορετικά γονίδια και 
μπορεί να είναι σε διαφορετικές περιοχές του χρωμοσώματος ή να 
προέρχονται από διαφορετικά αλληλόμορφα γονίδια της ίδιας περιοχής. Η 
Διεθνής Εταιρεία Βιολογικών Επιστημών συνιστά ο όρος ισοένζυμο να 
περιορίζεται στις μορφές των ενζύμων που παρουσιάζουν διαφορετικές δομές, 
καταλύουν την ίδια αντίδραση και προέρχονται από διαφορετικά γονίδια 
(Γεωργάτσος I. Γ. 2001).
Ισοένζυμα που προκύπτουν ως αποτέλεσμα αλληλόμορφης ποικιλομορφίας 
(αλληλοένζυμα) οφείλονται σε κληρονομημένη συνυπεροχή, που σημαίνει ότι 
τα προϊόντα και των δυο αλληλομόρφων γονιδίων εκφράζονται. Από την άλλη 
μεριά, ισοένζυμα που έχουν προκύψει από γονίδια που βρίσκονται σε 
πολλαπλές περιοχές έχουν διαδοθεί σε είδη πληθυσμών κατά τη διάρκεια της 
εξέλιξης, και με τον τρόπο αυτό όλα τα είδη παρουσιάζουν τα ίδια 
συμπληρωματικά ισοένζυμα.
Τα ισοένζυμα δεν έχουν μόνο θεωρητικό ενδιαφέρον για να κατανοηθούν 
διάφορες βιολογικές διαδικασίες π.χ. μετατροπή ενός φυσιολογικού γονιδίου 
σε καρκινικό, ρύθμιση της γονιδιακής έκφρασης, η σπουδαιότητα των 
διαφόρων μεταβολικών οδών σε διαφορετικούς ιστούς, αλλά επίσης η 
ανάλυση τους παρουσιάζει πολλές πρακτικές εφαρμογές:
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1. Αξιοποιούνται στη μελέτη πληθυσμιακής γενετικής (ταυτοποίηση 
νέων φαινοτύπων και γενετικού πολυμορφισμού)
2. Αξιοποιούνται σε εξελικτικές μελέτες (εύρεση αλληλόμορφων 
ακολουθιών)
2. Η τεγνική RAPD
Η μέθοδος RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), τυχαία ενίσχυση 
πολυμορφικού DNA, βασίζεται στα εξής: Ποσότητες γενωμικού DNA, της 
τάξεως των νανογραμμαρίων, υποβάλλονται στην τεχνική PCR, 
χρησιμοποιώντας ως εκκινητικά μόρια, μικρά συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια, 
τυχαίων αλληλουχιών. Το πρωτόκολλο της ενίσχυσης διαφέρει από τις τυπικές 
συνθήκες PCR, στο ότι χρησιμοποιείται ένα απλό, αυθαίρετο νουκλεοτίδιο ως 
εκκινητικά μόριο και ότι δεν χρειάζεται καμία προγενέστερη γνώση του 
γενώματος, που υπόκειται στην ανάλυση.
Όταν το εκκινητικά μόριο είναι μικρό, τότε υπάρχει μεγάλη πιθανότητα το 
γένωμα να περιέχει αρκετές θέσεις εκκίνησης τη μία κοντά στην άλλη, οι 
οποίες έχουν αντιστραμμένο προσανατολισμό. Η τεχνική RAPD κάνει ουσιώδη 
ανίχνευση του γενώματος για τις μικρές, αυτές, αντιστραμμένες επαναλήψεις 
και ενισχύει τα παρεμβαλλόμενα τμήματα DNA μεταβλητού μήκους.
Το «προφίλ» των προϊόντων ενίσχυσης εξαρτάται από το συνδυασμό DNA 
«μήτρας» - εκκινητικού μορίου και κάτω από αυστηρά, ελεγχόμενες συνθήκες, 
αναπαράγεται για κάθε δεδομένο συνδυασμό.
Τα προϊόντα ενίσχυσης αναλύονται σε πηκτές αγορόζης και οι πολυμορφισμοί 
προσφέρονται σαν κυρίαρχοι γενετικοί δείκτες, οι οποίοι κληρονομούνται υπό 
τους νόμους του Μέντελ.
Υπάρχουν αρκετά μειονεκτήματα τα οποία πρέπει να ληφθούν υπόψη όταν 
χρησιμοποιείται η μέθοδος RAPD:
1) Το μέγεθος του εκκινητικού μορίου
2) Η ευαισθησία στις συνθήκες αντίδρασης
3) Η πιθανότητα της ταυτόχρονης μετατόπισης κάποιων ζωνών 
DNA
4) Μη αναπαραγόμενα προϊόντα ενίσχυσης
9
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3. Η τεγνική RFLP
Η τεχνική RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms) βασίζεται στην 
ενίσχυση ποικιλόμορφων περιοχών του γονιδίου στόχου και στη χρήση 
ενδονουκλεασών περιορισμού, που έχουν την ιδιότητα να αναγνωρίζουν και 
να κόβουν σε συγκεκριμένες αλληλουχίες. Κάθε ένζυμο περιορισμού εμφανίζει 
χαρακτηριστικό πρότυπο πέψης σε ένα τμήμα DNA και έχει σαν αποτέλεσμα 
τη δημιουργία αριθμού τμημάτων DNA συγκεκριμένου μεγέθους.
Η μετάλλαξη σε μια θέση οδηγεί σε απώλεια ή δημιουργία μιας θέσης κοπής. 
Στη μέθοδο RFLP γίνεται σύγκριση μεταξύ των περιοριστικών προτύπων των 
ατόμων που λαμβάνονται από διάφορα ένζυμα περιορισμού.
Τα πλεονεκτήματα της μεθόδου είναι τα εξής:
1. Η ευκολία λήψης των δειγμάτων
2. Οι ελάχιστες απαιτήσεις σε ποσοστό ιστού
3. FI χρησιμοποίηση ιστών που δεν έχουν διατηρηθεί σε καλή κατάσταση 
Η τεχνική ανάλυσης RFLP έχει βασικά πλεονεκτήματα σε περίπτωση 
ανάμικτων δειγμάτων.
Αν και ο τύπος RFLP αντιπροσωπεύει μια τεχνική που οδηγεί σε 
αναπαραγόμενα και αποτελεσματικά συμπεράσματα, τα μοντέλα RFLP 
παρέχουν πληροφορίες μόνο για τη θέση των τμημάτων κοπής, οι οποίες 
μπορεί να ποικίλουν εξ' αιτίας μεταλλάξεων ανάμεσα σε είδη.
Είδη με μικρή εξελικτική απόσταση ίσως να μην διαφοροποιούνται με την 
τεχνική RFLP, αν και έχουν διαφορετικές βάσεις των αλληλουχιών. Επιπλέον 
στα μειονεκτήματα της μεθόδου συγκαταλέγονται η προϋπάρχουσα γνώση για 
τη μελετούμενη αλληλουχία αλλά και η αυξημένη προσοχή για την αποφυγή 
της μόλυνσης του εξεταζόμενου DNA από ξένο (Μαμούρης 2001).
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O-D
Εικόνα 2 Τα αποτελέσματα της μεθόδου RFLP σε gel αγαρόζης για μια οικογένεια. Οι 
μεταλλάξεις στα μέλη της οικογένειας δημιουργούν διαφορετικές θέσεις κοπής για το ίδιο 
περιοριστικό ένζυμο.
4. VNTRs και SSRs
Οι VNTRs (Variable number of Tandem Repeats) δημιουργούνται από την 
παρουσία μικρών αλληλουχιών, οι οποίες επαναλαμβάνονται πολλές φορές εν 
σειρά και είναι τοποθετημένες η μια μετά την άλλη, έτσι ώστε το τέλος της 
μιας να ακολουθεί η αρχή της επόμενης. Το χαρακτηριστικό που κάνει αυτούς 
τους πολυμορφισμούς χρήσιμους είναι ότι μπορεί να προκύψει ένας μεγάλος 
αριθμός αλληλομόρφων, επειδή το συνολικό μέγεθος της επανάληψης μπορεί 
να διαφέρει από χρωμόσωμα σε χρωμόσωμα.
Οι μικροδορυφόροι SSRs (Simple Sequence Repeats) αποτελούν κλάσμα του 
επαναλαμβανόμενου DNA των ευκαρυωτικών οργανισμών, όπου το μέγεθος 
της επαναλαμβανόμενης αλληλουχίας κυμαίνεται από 1-5 ζεύγη βάσεων. Οι 
μικροδορυφορικές αλληλουχίες θεωρείται ότι δεν υπόκεινται σε εξελικτικές 
πιέσεις. Οι μεταλλακτικοί ρυθμοί στο μικροδορυφορικό DNA είναι της τάξης 
του ΙΟ"5 - ΙΟ"2 δηλαδή 2-4 τάξεις μεγέθους μεγαλύτεροι από ότι στα 
ισοένζυμα. Το γεγονός αυτό οδηγεί σε υψηλά επίπεδα πολυμορφισμού, 
δηλαδή πολλά αλληλόμορφα και υψηλή ετεροζυγωτία. Οι SSRs
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χρησιμοποιούνται ευρέως για μελέτες ανάλυσης πατρότητας, σύνδεσης, 
χαρτογράφησης και πληθυσμιακής δομής σε πλήθος οργανισμών (Gelehrter et 
al., 2003).
GC repeat
VNTR-A
Allele A.5 
Allele A2 ·
AG CT repeat
VNTR-B
Allele B2 ■* 
Allele B1 >
Individual #1
T *
t t
I T
AGCT AGCT
AGCT
t f t
VNTR fingerprinting 
(Variable Number 
of Tandem Repeats)
-AS
- A2
B2
B1
(Griffiths et al. 1996) |nd|v|dua| #1
Individual 42
i i
t t
AGCT AGCT AGCT 
AGCT AGCT
t . t
VNTR-A
Allele A3
Allele A4
VNTR-B
Allele B3
Allele B2
DNA Fingerprint ♦
B3
B2
Individual 42
Εικόνα 3 To αποτύπωμα του DNA είναι ξεχωριστό για τα άτομα #1 και #2.
Microsatellites (Simple Sequence Repeats, SSR)
Structure
Unique flanking regions = Repeat (e.g., gjj)
Number of repeats is highly variable among individuals
Design primers ( -*) complementary to flanking regions
Amplify repeat region by polymerase chain reaction
Analyze PCR products by polyacrylamide gel electrophoresis 
Marker is codominant and highly genetically informative
Εικόνα 4 Απεικόνιση μικροδορυφορικού DNA
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III. ΓΕΝΟΣ Leous
Τα λαγόμορφα αποτελούν δύο αναγνωρισμένες οικογένειες: τα Ochotonidae 
και τα Leporidae. Τα Ochotonidae (picas) αποτελούνται από το γένος 
Ochotona με 25 είδη, ενώ τα Leporidae (λαγοί και κουνέλια) περιλαμβάνουν 
11 αναγνωρισμένα γένη (περίπου 45 είδη), 8 εκ των οποίων είναι μονοτυπικά 
(Hoffman 1993).
Το γένος Lepus, το οποίο έχει μία παγκόσμια κατανομή πληθυσμού 
αποτελείται από 24 έως 30 είδη από κουνέλια και λαγούς (Flux and 
Angermann 1990, Hoffman 1993). Τα διάφορα είδη του γένους Lepus δεν 
είναι ένας συγκεκριμένος αριθμός (24-30) επειδή ορισμένοι επιστήμονες τα 
αναγνωρίζουν ως είδη ενώ άλλοι όχι. Στο γένος Lepus ανήκουν τα παρακάτω 
είδη:
Lepus alleni 
Lepus americanus 
Lepus arcticus 
Lepus brachvurus 
Lepus californicus 
Lepus callotis 
Lepus capensis 
Lepus castrovieioi 
Lepus comus 
Lepus coreanus 
Lepus corsicanus 
Lepus europaeus 
Lepus faaani 
Lepus flaviaularis 
Lepus aranatensis 
Lepus hainanus 
Lepus insularis 
Lepus mandshuricus 
Lepus niaricollis 
Lepus oiostolus 
Lepus othus 
Lepus peauensis 
Lepus saxatilis 
Lepus sinensis 
Lepus starcki 
Lepus timidus 
Lepus tolai 
Lepus townsendii
13
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 02:01:03 EET - 137.108.70.7
Lepus victoriae 
Lepus varkandensis 
Lepus oeauensissiamensis 
Lepus peauensisvassali
Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήσαμε τα είδη του Lepus που αναφέρονται 
στον παρακάτω πίνακα:
Πίνακας 1 Αριθμός ειδών Lepus και η γεωγραφική κατανομή τους
Αριθμός ειδών Είδος Έτος
ταυτοποίησης, 
κοινή ονομασία
Κατανομή
1 Lepus americanus Erxleben 1777, 
snowshoe hare
Κεντρική Αμερική, 
Βόρεια Αμερική: 
Αλάσκα, Καναδάς, 
ηπειρωτική USA
2 Lepus brachyurus Temminck 1845,
Γ ιαπωνέζικος λαγός
Νότια Ασία
3 Lepus californicus Gray 1837, Black­
tailed jackrabbit
Κεντρική Αμερική, 
Βόρεια Αμερική. 
Καταγωγή: 
ηπειρωτική USA, 
γηγενή και 
εισαγόμενα στο 
Μεξικό
4 Lepus capensis Linnaeus 1758, 
Ευρωπαϊκός λαγός
Αφρική, Ευρώπη και 
βόρεια Ασία (εκτός 
Κίνας), νότια Ασία
5 Lepus com us Allen 1927, Yannan 
hare
Νότια Ασία
6 Lepus corsicanus De Winton 1898 Ευρώπη και βόρεια 
Ασία (εκτός Κίνας)
7 Lepus europaeus Pallas 1778, Καφέ 
ευρωπαϊκός λαγός
Ευρώπη και βόρεια 
Ασία (εκτός Κίνας), 
Βόρεια Αμερική, 
νότια Ασία.
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Καταγωγή: Καναδάς. 
Εισαγωγή στη 
ηπειρωτική Αμερική
8 Lepus granatensis Rosenhauer1856, 
Granada hare
Ευρώπη και βόρεια 
Ασία (εκτός Κίνας)
9 Lepus hainanus Swinhoe 1870, 
Hainan hare
Νότια Ασία
10 Lepus mandshuricus Radde 1861, 
Manchurian hare
Ευρώπη και βόρεια 
Ασία (εκτός Κίνας) 
νότια Ασία
11 Lepus oiostolus Hodgson 1840, 
Χνουδωτός λαγός
Νότια Ασία
12 Lepus sinensis Gray 1832, Κινέζικος 
λαγός
Νότια Ασία
13 Lepus timidus Linnaeus 1758, 
Πολικός, βουνίσιος 
λαγός,
Ευρώπη και βόρεια 
Ασία (εκτός Κίνας) 
νότια Ασία. 
Καταγωγή: 
ηπειρωτική Αμερική
14 Lepus tolai Pallas 1778, Tolai 
hare
Ευρώπη και βόρεια 
Ασία (εκτός Κίνας) 
νότια Ασία
15 Lepus townsendii Bachman 1839, 
White tailed 
jackrabbit
Βόρεια Αμερική
1. Leous europaeus
Φυσική περιγραφή:
To συνολικό μήκος του καφέ ευρωπαϊκού λαγού είναι 600-750 mm με μέσο 
όρο τα 680 mm. Η ουρά του έχει μήκος από 72-110 mm. Ζυγίζει περίπου 3-5 
Kg. Το μήκος και το πλάτος του κρανίου του είναι 96-104 mm και 44-51 mm 
αντίστοιχα (Peterson 1966, Hall και Kelson 1959). Ο ευρωπαϊκός λαγός έχει 
μακριά αυτιά με μαύρες άκρες, τα οποία είναι γκριζωπά στο εσωτερικό. Η 
γούνα του είναι κιτρινωπή-καφέ έως γκριζωπή-καφέ ανάλογα με το
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περιβάλλον στο οποίο ζει και το κάτω μέρος του σώματος έχει χρώμα γκρ'ιζο- 
άσπρο. Τον χειμώνα η γούνα του ευρωπαϊκού λαγού γίνεται λίγο πιο γκρίζα. 
Το πρόσωπο του L. europaeus είναι καφέ όμως η ουρά του είναι μαύρη από 
πάνω και άσπρη από κάτω (Peterson 1966, Bansfield 1974, Dragg 1974). 
Μέχρι σήμερα δεν έχει σημειωθεί σεξουαλικός διμορφισμός στο είδος L. 
europaeus.
| Εικόνα 5 Lepus europaeus
Πίνακας 2 Συστηματική κατάταξη
Βασίλειο Animalia
Φύλο Chordata
Υπόφυλο Vertebrata
Κλάση Mammalia
τάξη Lagomorpha
Οικογένεια Leporidae
Γένος Lepus
Είδος Lepus europaeus
Τόπος διαμονής:
Ο L. europaeus ζει κυρίως σε αγρούς και βοσκότοπους που συνορεύουν με 
σαβάνες και φράχτες από θάμνους (Peterson 1966, Bansfield 1974).
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Αναπαραγωγή:
Η αναπαραγωγική περίοδος για τον ευρωπαϊκό λαγό είναι μεταξύ της μέσης 
του χειμώνα (Ιανουάριος / Φεβρουάριος) και της μέσης του καλοκαιριού. Η 
εγκυμοσύνη διαρκεί 30 έως 42 ημέρες (Bansfield 1974, Peterson 1966). 
Συνήθως γεννιούνται 2-4 μικρά λαγουδάκια το χρόνο. Η περίοδος θηλασμού 
λέγεται ότι είναι ένας μήνας (Bansfield 1974). Οι νεαροί λαγοί φτάνουν στην 
σεξουαλική τους ωριμότητα 8 με 12 μήνες μετά τη γέννηση τους. Οι 
νεογέννητοι λαγοί έχουν πρόωρη ανάπτυξη, με μακριά και μεταξένια γούνα 
(Peterson 1966).
Συμπεριφορά:
Ο L. europaeus δεν είναι αγελαίο ζώο, είναι κυρίως μοναχικός εκτός από την 
αναπαραγωγική περίοδο. Ο ευρωπαϊκός λαγός δρα κατά το δειλινό είναι 
δηλαδή νυκτόβιο ζώο το οποίο ψάχνει την τροφή του από τις 7 το βράδυ έως 
τις 7 το πρωί. Επιπλέον παραμένει ενεργός καθ' όλη τη διάρκεια του χρόνου. 
Ο L. europaeus έχει άριστα ανεπτυγμένη της αίσθησης της όρασης, της 
όσφρησης και της ακοής. Μετά την ανίχνευση ενός αρπακτικού ζώου θα 
τρέξει να κρυφτεί ή να αλλάξει κατεύθυνση γρήγορα εάν είναι απαραίτητο. 
Μέσα στα χαρακτηριστικά του συμπεριλαμβάνεται η ταχύτητα του. Έχει 
καταγραφεί ότι μπορεί να τρέξει έως 35 mph (mile per hour) ή περίπου 60 
kph (kilometer per hour) (1 mile= 1856 m) σε ευθεία γραμμή. Ο ευρωπαϊκός 
λαγός είναι δεινός κολυμβητής και δεν διστάζει να διασχίσει ένα ποτάμι εάν 
αυτό είναι απαραίτητο (Bansfield 1974). Ο L. europaeus έχει χαρακτηριστεί ως 
ήσυχο ζώο. Όμως έχει προταθεί ότι όταν τρίβει τα δόντια του είναι ένα σήμα 
ότι βρίσκεται σε κίνδυνο. Επιπλέον βγάζει ένα διαπεραστικό ήχο όταν είναι 
πληγωμένος ή όταν αιχμαλωτιστεί (Peterson 1966, Bansfield 1974). Στους 
φυσικούς εχθρούς του κατατάσσονται η κόκκινη αλεπού, ο λύκος ο ύλικας, τα 
μεγάλα γεράκια και η κουκουβάγια (Bansfield 1974).
Διατροφικές συνήθειες:
Ο L. europaeus είναι φυτοφάγο ζώο και τρέφεται κυρίως με γρασίδι, πόες και 
καρπούς αγρών κατά την διάρκεια του καλοκαιριού. Τον χειμώνα τρέφεται με
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κλαδιά δένδρων, φύτρες, φλοιούς θάμνων, μικρά δένδρα και με φλοιούς 
νεαρών δένδρων φρούτων. Επιπλέον συνήθως αναμασά τη τροφή του και τα 
μαλακά περιττώματά του (κοπροφαγία) (Bansfield 1974, Peterson 1966).
2. Leous timid us
0 L. timidus κατανέμεται γεωγραφικά στην Αμερική αλλά και στην Ευρώπη 
και στην Ασία. Ζει σε περιβάλλον όπως η τούνδρα και η τάιγκα αλλά και σε 
δασικές εκτάσεις του βορρά. Στην Ευρώπη υπάρχουν επίσης πληθυσμοί στη 
νότια Σκανδιναβία, στη Σκοτία και στην Ιρλανδία. Οι Άλπεις κατοικούνται 
επίσης από το βουνίσιο λαγό και στην Ασία το εύρος κατανομής του εκτείνεται 
στις στέπες της κεντρικής Ασίας. Ο πληθυσμός του L. timidus ανά τον κόσμο 
φαίνεται να είναι σταθερός αλλά οι πληθυσμοί των Άλπεων είναι σε κίνδυνο 
εξαφάνισης.
Ο L. timidus έχει μήκος 70 cm και βάρος 3 Kg, και κατά κύριο λόγο άσπρη ή 
γκρι γούνα και καφέ χρώμα ματιών (Angerbjorn & Flux 1995). Ο βουνίσιος 
λαγός είναι καλά προσαρμοσμένος σε σκληρές συνθήκες με περιορισμένες 
πηγές τροφής. Άρα αυτό το είδος είναι ανάμεσα στα πρώτα μεγάλα θηλαστικά 
που χρησιμοποίησαν τις φτωχές συνθήκες της νέας μεταπαγετωνικής γης. 
Κατά τη περίοδο των παγετώνων παντού στην κεντρική Ευρώπη (μαζί με την 
νότια Αγγλία) είναι πιθανόν να υπήρχε ένας συνεχής πληθυσμός βουνίσιων 
λαγών (Hanstrom 1972, Stuart 1974). Θεωρείται ότι είναι αρκετά κοινωνικό 
ζώο και υπάρχουν συγκεντρώσεις αρκετών εκατοντάδων λαγών (Angerbjorn & 
Flux 1995).
Εικόνα 6 Lepus timidus
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3. Leous americanus
0 L. americanus είναι κατανέμεται γεωγραφικά στον Καναδά και στη βόρεια 
περιοχή των Η.Π.Α (Banfield 1974, Hodges 2000α, b). Βρίσκεται συνήθως σε 
περιβάλλον όπως η τούνδρα η τάιγκα αλλά και σε δάση. Το μήκος του 
ποικίλλει από 413-518 mm όπου τα 39-59 mm είναι ουρά. Το βάρος του 
κυμαίνεται από 1.43-1.55 Kg. Η γούνα του είναι ανοικτό γκρι το καλοκαίρι ενώ 
το χειμώνα γίνεται σχεδόν ολόκληρη άσπρη. Η αναπαραγωγική περίοδος για 
τον L. americanus είναι από τα μέσα Μαρτίου έως τον Αύγουστο.
Τα αποτελέσματα της μελέτης των Burton et al. (2002) δείχνουν πως παρόλο 
την δραματική διακύμανση στην πυκνότητα, ο L. americanus έχει ένα 
αποτελεσματικό μέγεθος πληθυσμού. Επιπλέον το υψηλό επίπεδο της 
αναφερόμενης γενετικής ροής επιβεβαιώνει ότι η διάδοση του L. americanus 
είναι επιτυχής και ίση ανάμεσα στα δύο φύλα.
Εικόνα 7 Lepus americanus
4. Leous corsicanus
O L. corsicanus αρχικά διαδεδομένος στην κεντρική και νότια Ιταλία, στη 
Σικελία και στην Κορσική στις αρχές του 16ου αιώνα (Vinge 1992, Palacios 
1996), περιγράφηκε το 1898 από τον W.E. de Winton. Ο L. corsicanus 
χαρακτηρίζεται από μικρότερες διαστάσεις και πιο κιτρινωπή γούνα σε σχέση 
με τα υπόλοιπα είδη Lepus.
Η κλίμακα διανομής για το είδος του ιταλικού λαγού Lepus corsicanus έχει 
συρρικνωθεί πολύ τις τελευταίες δεκαετίες λόγω του υπερβολικού κυνηγιού
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και τον ανεφοδιασμό με τους ντόπιους καφέ λαγούς (Lepus europaeus) στην 
κεντρική και νότια Ιταλία και στην Σικελία.
5. Lepus capensis
Ο Lepus capensis κατάγεται από τη νότια Ασία και νότια Αφρική. Εισήχθηκε 
όμως σε Ευρώπη, βόρεια Ασία και Αφρική. Ο L. capensis ζυγίζει περίπου 4-5 
Kg και έχει μήκος κατά μέσο όρο 557 mm. Κατοικεί συνήθως σε εύκρατο 
κλίμα ή σε ερήμους μέσα σε έλη, βάλτους αλλά και αγροκαλλιέργειες.
Ο L. c. mediterraneus, ο οποίος αρχικά εντοπίστηκε στη Σαρδηνία τον 16° 
αιώνα (Vigne 1992) ίσως ανήκει σε βόρειο-Αφρικανικούς ή Μεσο-ανατολικούς 
πληθυσμούς του L. capensis.
Εικόνα 8 Lepus capensis
6. Lepus aranatensis
To μήκος του L. granatensis κυμαίνεται γύρω στα 55 cm και το βάρος του 
στα 2.5 Kg. Θεωρείται ότι η μεγαλύτερη κατανομή του είναι στην ιβηρική 
χερσόνησο.
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IV. ΜΙΤΟΧΟΝΔΡΙΑΚΟ DNA
Το μιτοχονδριακό DNA των ζώων είναι ένα κυκλικό μόριο, μεγέθους 15-20 kb 
συνήθως, και αποτελείται από 37 γονίδια. Το μέγεθος του mtDNA ποικίλει από 
16.300-17200 bp στο είδος L. europaeus και αυτή η διαφοροποίηση οφείλεται 
στην ύπαρξη mtDNA ετεροπλασμιών.
Τα γονίδια του mtDNA κωδικοποιούν για 22 tRNA, 2 rRNA και 13 mRNA, τα 
οποία μεταφράζονται σε πρωτεΐνες που συμμετέχουν στη μεταφορά 
ηλεκτρονίων και στην οξειδωτική φωσφορυλίωση.
Οι πρωτεΐνες αυτές είναι οι επτά υπομονάδες της αφυδρογονάσης του NADH, 
μια υπομονάδα του κυτοχρώματος b, τρεις υπομονάδες της οξειδάσης του 
κυτοχρώματος c (COI, II, III) και δυο υπομονάδες της μιτοχονδριακής 
συνθετάσης του ΑΤΡ (ΑΤΡάση 6 και 8). Σε φυσικούς πληθυσμούς των 
περισσότερων θηλαστικών έχει παρατηρηθεί ποικιλομορφία στο κυτόχρωμα b 
(Halanych 1999, Riddle 1993).
Επίσης, το μιτοχονδριακό DNA περιλαμβάνει και μια μη κωδικοποιούσα 
περιοχή, την περιοχή ελέγχου ή βρόχο D, όπου βρίσκονται οι προαγωγείς για 
τη μεταγραφή των δύο αλυσίδων καθώς και η ακολουθία έναρξης αντιγραφής 
της μιας αλυσίδας.
Περιοχές όπως ιντρόνια, επαναλαμβανόμενο DNA και ψευδογονίδια 
απουσιάζουν συνήθως από το μιτοχονδριακό DNA των ανωτέρων 
ευκαρυωτικών οργανισμών.
Η διάταξη των γονιδίων στο mtDNA των ζώων παρουσιάζει αξιοσημείωτη 
σταθερότητα, ιδιαίτερα για τα ψάρια, τα θηλαστικά και τα αμφίβια. Ως πιθανή 
εξήγηση προτείνεται η συμπαγής δομή του μιτοχονδριακού DNA με την 
απουσία ιντρονίων και μεσογονιδιακών διαστημάτων. Στη διατήρηση της 
γονιδιακής διάταξης συμβάλλει και η απουσία ανασυνδυασμού μεταξύ των 
μορίων του και η σχεδόν αποκλειστικά μητρική κληρονόμηση του.
Κάθε άτομο περιλαμβάνει στα κύτταρα του χιλιάδες αντίγραφα του ίδιου 
όμως μορίου μιτοχονδριακού DNA (ομοπλασμία).
Έχει διαπιστωθεί ότι μια καινούργια μετάλλαξη μπορεί να δημιουργήσει νέο 
τύπο μιτοχονδριακού DNA (ετεροπλασμία). Τέτοιες περιπτώσεις
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ετεροπλασμίας έχουν παρατηρηθεί για παράδειγμα στους λαγούς του είδους 
Lepus europaeus.
Ο ρυθμός μεταλλάξεων στο μιτοχονδριακό DNA έχει εκτιμηθεί ότι είναι 
υψηλότερος συγκριτικά με το πυρηνικό DNA και είναι χρήσιμος δείκτης όταν 
μελετάται η γενετική ποικιλομορφία ανάμεσα και μέσα σε στενά συγγενικά 
είδη (Brown et al. 1979).
Η πλειονότητα των μεταλλάξεων που απαντούν στο μόριο του mtDNA 
αφορούν απλές αντικαταστάσεις νουκλεοτιδίων. Πιο σπάνια συμβαίνουν 
προσθήκες ή ελλείμματα και συνήθως περιορίζονται στην περιοχή του βρόχου 
D. Το μεγαλύτερο ποσοατό μεταλλάξεων συμβαίνει στην τρίτη θέση του 
κωδικονίου, οπότε δεν προκύπτουν αλλαγές στην πρωτεϊνική αλληλουχία, για 
αυτό και οι μεταλλάξεις στο μιτοχονδριακό DNA θεωρούνται ουδέτερες.
Το μιτοχονδριακό DNA χρησιμοποιείται ως εργαλείο για την εύρεση 
φυλογενετικών σχέσεων. Είναι ένας χρήσιμος γενετικός δείκτης όταν μελετάμε 
την ιστορία των πληθυσμών, τη γενετική διαφοροποίηση και τη φυλογένεση 
(Avise 1994).
Τα χαρακτηριστικά που καθιστούν το μιτοχονδριακό DNA ιδανικό μοριακό 
δείκτη είναι:
□ Ο μητρικός τρόπος κληρονόμησης και η απλοειδής φύση του, που 
μειώνουν αποτελεσματικό το πληθυσμιακό μέγεθος του στο V* του 
πυρηνικού και έτσι καθίσταται πιο ευαίσθητο σε φαινόμενα 
γενετικής παρέκκλισης
□ Η ευκολία απομόνωσης του
□ Το μικρό μέγεθος του και η συντηρημένη οργάνωση του σε όλα 
σχεδόν τα σπονδυλωτά
□ Η απουσία ανασυνδυασμού στο μόριο του
□ Η ουδετερότητα των περισσότερων μεταλλάξεων
□ Η συνύπαρξη στο μιτοχονδριακό DNA περιοχών με υψηλούς 
(βρόχος D), αλλά και αργούς (γονίδια του tRNA) ρυθμούς 
μεταλλάξεων
Όμως τα γονίδια του μιτοχονδριακού DNA αντιπροσωπεύουν ένα μικρό 
ποσοστό του συνολικού γενώματος ενός ευκαρυωτικού κυττάρου. Έτσι τα
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συμπεράσματα που προκύπτουν από τις φυλογενετικές αναλύσεις δεν είναι 
πάντα ισχύοντα και άρα θα πρέπει να μελετώνται και τα γονίδια του πυρήνα 
για αξιόπιστα αποτελέσματα.
V. ΚΥΤΟΧΡΩΜΑ b
Το μιτοχονδριακό γονίδιο του κυτοχρώματος b έχει μήκος 1140 bp. Το 
γονίδιο του κυτοχρώματος b στα θηλαστικά είναι μεταξύ των γονίδιων του t- 
RNArhr και t-RNAan.
Εικόνα 9 Το μιτοχονδριακό DNA και η θέση του κυτοχρώματος b
-tRNft-Val
tRNR-Ptlf
tRNft-Pro
tRNft-Thr
ND6
/
(i
1W
12. SK
tRNfi-Leu
NDl
2.5K % _tRNR-CIn
* -s Jf TO2
tRMfl-ltet
5K - 1
1105
tRNR*-HIs 
tRNFHSer 
tRNft-L*d
.10K7-5K /
btRNfl-Trp
'=WHWV--tRNFl-Cys
tRNfi-Tyr
C0K2
„ ,, ----- . „„„ tRNfi-Ser-
HD4LHD3 C0X3RTF^ tRNfi_ftsp 
tRNR-LysHD4tRHfi-Gly
tRHR-ft-g
Legend;
- CDS -f-strard
- CDS -strand
- RNfl +strs-id
- RHfl -strand
To γονίδιο του κυτοχρώματος b είναι ένα σχετικά συντηρημένο 
μιτοχονδριακό γονίδιο. Αν και αυτό το γονίδιο έχει μερικά μειονεκτήματα για 
τη μελέτη της γενετικής πληθυσμών, πολλές μελέτες αποδεικνύουν ότι μπορεί 
να παρέχει πολύτιμες πληροφορίες για τη δομή του πληθυσμού σε πολλά είδη 
θηλαστικών (Riddle et al. 1993).
Έχουν διεξαχθεί έρευνες για την αναγνώριση των ειδών με βάση την 
ανάλυση της νουκλεοδικής αλληλουχίας του κυτοχρώματος b (cytb) γονιδίου. 
Οι Parson et al. (2000) χρησιμοποίησαν τις αλληλουχίες που προέκυψαν από 
44 διαφορετικά είδη ζώων (συμπεριλαμβανομένων των θηλαστικών, των 
ερπετών, των αμφιβίων και των ψαριών) για την αναγνώριση της βιολογικής 
προέλευσης των δειγμάτων παρατάσσοντας τις αλληλουχίες του γονιδίου του
23
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 02:01:03 EET - 137.108.70.7
κυτοχρώματος b σε νουκλεοδικές βάσεις αρχείων, χρησιμοποιώντας το 
πρόγραμμα BLAST.
νΐ.ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ ΚΑΙ ΓΕΝΕΤΙΚΕΣ ΜΕΛΕΤΕΣ ΣΤΟ ΓΕΝΟΣ 
Leous
Για την εύρεση των φυλογενετικών σχέσεων του γένους Lepus έχουν γίνει 
μελέτες βασισμένες τόσο στο μιτοχονδριακό DNA, τα αλλοένζυμα και τη RAPD 
ανάλυση σε χώρες όπως η Ελλάδα, η Ιταλία, η Σουηδία, αλλά και η Ισπανία. 
Στην Ελλάδα ο L. europaeus είναι ευρέως διασκορπισμένος στην ηπειρωτική 
χώρα αλλά και στα νησιά. Ο καφέ ευρωπαϊκός λαγός έχουν κατηγοριοποιηθεί 
σε διάφορα υποείδη (π.χ. Lepus europaeus carpathous, L. e. creticus, L. e. 
cyrensis, L. e. ghigii, L. e. meridiei, L. e. niethammeri, L. e. parnassius, L. e. 
rhodius, L. e. transsylvanicus) με βάση το χρώμα της γούνας, το μέγεθος του 
σώματος και χαρακτηριστικά του δέρματος και των δοντιών (De Beaux 1929, 
Hilzheimer 1906, 1908, Miller 1912, von Wettstein 1943, overview in De 
Beaufort 1991).
Στη νότια και κεντρική Ελλάδα ένα μωσαϊκό από στέπες και δάση (Lang 1994) 
θα μπορούσε να ήταν το κατάλληλο περιβάλλον για τη δημιουργία ενός 
καταφυγίου για τους καφέ λαγούς κατά τη διάρκεια του Πλειστόκαινου όταν 
οι μεγαλύτερες περιοχές της Ευρώπης ήταν καλυμμένες με πάγο ή ήταν 
ακατάλληλες για τη διαβίωση του συγκεκριμένου είδους. Οι Suchentrunk et al. 
(2003) σε μια μελέτη βασισμένη στα αλλοένζυμα παρείχαν αρκετές ενδείξεις 
για την υπόθεση της εμφάνισης συγκεκριμένων αλληλομόρφων στην Ελλάδα 
που πιθανώς πηγάζουν από έναν απομονωμένο πληθυσμό κατά τη διάρκεια 
του Πλειστόκαινου στα νότια Βαλκάνια, τα οποία δεν έχουν μεγάλη επίδραση 
στη γενετική διαφοροποίηση μεταξύ των λαγών που ζουν στην Ελλάδα και 
στη Βουλγαρία.
Τα αποτελέσματα της μελέτης των Mamuris et al. (2001) έδειξαν υψηλή 
ποικιλομορφία απλοτύπων του Lepus europaeus καθώς από τους 56 
απλότυπους που προέκυψαν μέσω mtDNA-RFLPs οι 42 ήταν μοναδικοί μέσα 
και ανάμεσα σε πληθυσμούς από την κεντρική Ελλάδα. Επιπλέον μέσα από 
την μελέτη προέκυψε ότι οι λαγοί από την κεντρική Ελλάδα φαίνεται να είναι
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υψηλά πολυμορφικοί και ότι η γενετική δομή των πληθυσμών τους έχουν 
επηρεαστεί από απελευθερώσεις εκτρεφόμενων λαγών από άλλες ευρωπαϊκές 
χώρες. Σε μια άλλη μελέτη των Mamuris et al. (2002) χρησιμοποιήθηκε η 
μέθοδος RAPD για να συγκριθούν οι ελληνικοί άγριοι πληθυσμοί με δείγματα 
λαγών από την Αυστρία, την Πολωνία, τη Γερμανία τη Γαλλία και τη 
Βουλγαρία. Τα αποτελέσματα της μελέτης συνιστούνται στο ότι οι 
απελευθερώσεις μπορεί να έχουν αρχίσει να επηρεάζουν τη γενετική δομή των 
ελληνικών πληθυσμών.
Παρακάτω αναφέρεται η υπάρχουσα κατανομή και διασπορό των λαγών στην 
Ιταλία. Στην Ιταλία υπάρχουν τέσσερα είδη λαγών:
1. Ο L timidus που είναι διεσπαρμένος στις Άλπεις, με σχετικά σταθερούς 
πληθυσμούς.
2. Το είδος L. capensis mediterraneus ο οποίος έφτασε στη Σαρδηνία από 
ανθρώπους κατά τη διάρκεια ιστορικών περιόδων, από πληθυσμούς του 
είδους L. capensis ίσως εντοπισμένους στη Βόρεια Αφρική και στη 
Μέση Ανατολή.
3. Το είδος L. corsicanus είναι ένα είδος που εντοπίζεται στην νότια- 
κεντρική Ιταλία και Σικελία και τα οποία για πρώτη φορά περιγράφηκε 
και κατηγοριοποιήθηκε ως είδος το 1898.
4. Το είδος L. europaeus ο οποίος αρχικά ήταν διασπαρμένος στην Βόρεια 
και κεντρική Ιταλία με το αυτόχθονο είδος L. e. meridei, το οποίο 
πιθανόν να αντικαταστάθηκε από τον εισερχόμενο καφέ ευρωπαϊκό 
λαγό.
Οι ανθρώπινες δραστηριότητες επηρέασαν πολύ την παρουσία, την κατανομή 
και την πυκνότητα των λαγών στην Ιταλία. Το είδος L. corsicanus ήταν το 
μόνο είδος παρόν στην κεντρική και νότια Ιταλία, όπου το υπερβολικό κυνήγι 
και η μαζική εισροή του καφέ ευρωπαϊκού λαγού, πιθανόν να προκαλέσουν 
μία αξιοσημείωτη μείωση του μεγέθους του πληθυσμού και της κατανομής 
του στις διάφορες τοποθεσίες. Παρόλη την έντονη απελευθέρωση καφέ 
λαγών κατά την διάρκεια των τελευταίων 20 χρόνων, έρευνες έχουν δείξει ότι 
οι λαγοί στη Σικελία ανήκουν μόνο στο είδος L. corsicanus. Φαίνεται λοιπόν 
ότι οι περίεργες συνθήκες της Σικελίας είναι ακατάλληλες για τους καφέ
25
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 02:01:03 EET - 137.108.70.7
λαγούς και ότι αυτός δεν μπορεί να επιζήσει σε «Αιματολογικές συνθήκες 
Μεσογειακού τύπου καθώς και στα καταφύγια του νησιού.
Σύμφωνα με τη μελέτη των Pierpaoli et al. (1999) οι φυλογενεπκές 
αναλύσεις με τη χρήση νουκλεοδικών αλληλουχιών του μιτοχονδριακού DNA 
(mtDNA) και του κυτοχρώματος b υποδεικνύουν ότι ο L. corsicanus και ο L 
europaeus δεν είναι στενά σχετιζόμενα είδη, αλλά ανήκουν σε διαφορετικές 
εξελικτικές διαδικασίες καταγωγής, και διασκορπίστηκαν στη Δυτική Ευρώπη 
σε διαφορετικές περιόδους. Ο L. corsicanus πιθανόν διαφοροποιήθηκε σε 
απομονωμένα καταφύγια στη Νότια Ιταλία κατά τη διάρκεια του τελευταίου 
παγετώνα. Σε μια πρόσφατη μελέτη των Pierpaoli et al. (2003) συγκρίθηκαν 
διάφορα είδη λαγών του γένους Lepus από την Ιταλία και από την Ευρώπη για 
να εκτιμηθούν οι φυλογενετικές σχέσεις του L. corsicanus. Τα αποτελέσματα 
της μελέτης προτείνουν την ύπαρξη δυο διακριτών ομάδων όπου ο L. 
corsicanus ανήκει στην εξελικτική γραμμή που περιλαμβάνει είδη που 
κατάγονται από ένα καταφύγιο της νότιας Ευρώπης πριν τον αποικισμό από 
τον L. europaeus.
Οι «Αιματολογικές συνθήκες κατά την διάρκεια των χρόνων επηρέασαν 
ολόκληρη την Ευρώπη. Ιδιαίτερα η βόρεια Ευρώπη και συγκεκριμένα η 
Σκανδιναβία επανειλημμένα επηρεάστηκε από παγετώνες κατά το Πλειστό­
καινο. Ο τελευταίος παγετώνας είχε διάρκεια περίπου 80.000 χρόνια. Οι 
πρώτες περιοχές γης στην σκανδιναβική χερσόνησο αποκαλύφθηκαν πριν 
13.500 χρόνια. Για αρκετές χιλιάδες χρόνια, η Σκανδιναβία ήταν συνδεδεμένη 
με τη Δανία και με την ηπειρωτική Ευρώπη με μια μεγάλη γέφυρα 
(Bjork,1995) η οποία επέτρεπε τον αποικισμό της Σκανδιναβίας από το νότο. 
Αργότερα όσο ο πάγος έλιωνε στη βόρεια Σκανδιναβία ήταν πιθανός ο 
αποικισμός από τα βορειοανατολικά διαμέσου της Ρωσίας και της Φιλανδίας. 
Αυτές οι εναλλακτικές πορείες αποικισμού στη Σκανδιναβία είχαν ως 
αποτέλεσμα την ύπαρξη μίας βόρειας και μία νότιας μορφής αρκετών ειδών.
Οι Thulin et al. (1997) πήραν ένα τμήμα της υψηλά ποικιλόμορφης περιοχής 
ελέγχου του μιτοχονδριακού DNA μήκους 400 ζευγών βάσεων και έκαναν 
sequencing σε 15 L. timidus και 2 L. europaeus. 3 από τους L. timidus της 
Σκανδιναβίας έδειξαν στενή συγγένεια με τους L. timidus από τη Σκοτία την
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Ιρλανδία και τη Ρωσία αντίστοιχα. Οι Thulin et al. (1997) προτείνουν ότι η 
ποικιλότητα του mtDNA που παρατηρήθηκε ανάμεσα στους L. timidus της 
Σκανδιναβίας είναι εξαιτίας της διατήρησης παλιών mtDNA απλοτύπων που 
ήταν παρόντες σε ένα συνεχή πληθυσμό L. timidus κατά τους τελευταίους 
παγετώνες. Η παρατηρούμενη συγγένεια του mtDNA μεταξύ των L timidus 
από τη Σκανδιναβία και από τη Σκοτία, Ιρλανδία και Ρωσία ίσως αντανακλά 
τον μεταπαγετωνικό αποικισμό της σκανδιναβικής χερσονήσου και από το 
νότο και από τη βορειοανατολή.
Σε ένα από τα κράτη της σκανδιναβικής χερσονήσου, στη Σουηδία ο L. 
europaeus (Pallas 1778) εισήχθηκε από τη βόρεια Ευρώπη κατά το 19° αιώνα. 
Η προέλευση του Lepus europaeus της Σουηδίας είναι από τη Δανία και τη 
Γερμανία αλλά και από μέρη της βόρειας και κεντρικής Ευρώπης, όπως η 
Αυστρία, η πρώην Τσεχοσλοβακία, η Γαλλία, η Ουγγαρία και η Πολωνία 
(Lonnberg 1905). Σήμερα ο καφέ ευρωπαϊκός λαγός κατοικεί στη νότια και 
κεντρική Σουηδία προτιμώντας περιοχές αγροκαλλιέργειας (Frylestam 1990). 
Οι Thulin et al. (2002) υποστηρίζουν ότι ο υβριδισμός μεταξύ του 
εισαγόμενου είδους L. europaeus κατά τις αρχές του 19ου αιώνα στη Σουηδία 
(Lonnberg, 1905) και του φυσικού βουνίσιου λαγού L. timidus ευθύνεται για 
τη μεταφορά του mtDNA από τους βουνίσιους θηλυκούς προς τους 
εισαγόμενους αρσενικούς. Η θεωρία αυτή είναι γνωστή ως η θεωρία της 
μονοκατευθυντήριας εισδοχής. Επιπλέον η μελέτη του Thulin et al. (2002) 
επιβεβαίωσε την υπόθεση των Grant & Grant (1997) ότι ο μονο­
κατευθυντήριος υβριδισμός συμβαίνει μεταξύ των θηλυκών στα μικρότερα 
είδη (L timidus) και των αρσενικών στα μεγαλύτερα είδη (Lepus europaeus). 
Στην ιβηρική χερσόνησο η υπάρχουσα κατανομή και η ταξινόμηση των λαγών 
είναι πιο περίπλοκη. Ο Ellerman και Morrison-Scott (1951) δέχτηκαν τα είδη L 
europaeus και L. capensis στην ιβηρική χερσόνησο όπου το είδος L. 
granatensis ήταν μια μορφή του L. capensis. Ο Flux και Angermann (1990) 
αποδέχθηκαν την άποψη του Elermann και Morrison-Scott (1951) και 
θεώρησαν τον Ιβηρικό λαγό ως ένα υποείδος του L. capensis granatensis. 
Ένα τρίτο είδος λαγού του L. castroviejoi περιγράφηκε από τον Palacios 
(1976) στη Βορειοδυτική Ισπανία. Οι Alves et al. (2003) υποστήριξαν πως
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υπάρχουν τρία είδη λαγών στην Ιβηρική χερσόνησο, το L. granatensis, το L 
castroviejoi και το L. europaeus τα οποία είναι γενετικά διακριτά το ένα με το 
άλλο.
Αν και έχει επιβεβαιωθεί η ύπαρξη τριών ειδών λαγών στην Ιβηρική 
χερσόνησο, χρησιμοποιώντας βιομετρικά και μορφολογικά χαρακτηριστικά, 
γεωγραφικές παραμέτρους (Palacios 1976) καθώς και πρωτεϊνική 
ηλεκτροφόρηση (Bonhomme et al 1986) οι φυλογενετικές σχέσεις τους δεν 
είναι γνωστές. Οι Ιβηρικοί λαγοί έχουν παραπατρική κατανομή, και δύο από 
αυτούς, το L. castroviejoi και το L. granatensis, είναι περιορισμένοι στην 
Ιβηρική χερσόνησο. Τέτοιος ενδημισμός είναι χαρακτηριστικό της Ιβηρικής 
χερσονήσου από την εποχή Μειόκαινου (Lopez - Martinez 1989).
VII. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ
Η φυλογεωγραφική δομή του καφέ ευρωπαϊκού λαγού παραμένει άγνωστη 
άσχετα με τα διαφορετικά επίπεδα γενετικής ποικιλότητας που ανιχνεύτηκαν 
από μερικές μελέτες στην Ευρώπη (Hartl et al. 1993, Perez-Suarez et al. 1994, 
Thulin et al. 1997, Pierpaoli et al. 1999, Suchentruck et al. 2000b, Mamuris et 
al. 2001, Suchentruck et al. 2001). To πρότυπο της παρούσας κατανομής 
δείχνει ότι ο L. europaeus διαχωρίστηκε κάτω από την επίδραση των κύκλων 
των παγετώνων κατά το τελευταίο Πλειστόκαινο. Στην παρούσα εργασία 
πήραμε δείγματα λαγών από την Ελλάδα, την Τουρκία, το Ισραήλ και την 
κεντρική και βόρεια Ευρώπη (Γαλλία, Πολωνία, Ολλανδία, Αγγλία, Αυστρία και 
Γερμανία). Επιπλέον επιλέχθηκαν διάφορα είδη του γένους Lepusano τη βάση 
δεδομένων του διαδικτύου GenBank για τη χρήση τους στην μελέτη της 
μοριακής ανάλυσης αλλά και των φυλογενετικών σχέσεων του γένους Lepus.
28
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
08/12/2017 02:01:03 EET - 137.108.70.7
ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ
I. ΔΕΙΓΜΑΤΟΛΗΨΙΑ
Οι ιστοί των 59 καφέ λαγών που χρησιμοποιήθηκαν στην εργασία 
συλλέχθηκαν με τη βοήθεια των τοπικών κυνηγετικών συλλόγων.
Τα δείγματα παρουσιάζονται στον παρακάτω πίνακα:
Πίνακας 3 Δείγματα 60 λαγών, τοποθεσία προέλευσης, ειδικός αριθμός που 
χαρακτηρίζει κάθε δείγμα
Αριθμός δείγματος Τοποθεσία Ειδικός αριθμός
1 France 10
2 Austria 5.013
3 U.K. 5.20
4 U.K. SL.8
5 Holland 3
6 Poland 07.29
7 Poland 07.27
8 N. Germany 3
9 Northern Israel 1
10 Northern Israel 2
11 Northern Israel 3
12 Northern Israel 4
13 Northern Israel 5
14 Northern Israel 6
15 Northern Israel 7
16 Northern Israel 8
17 Northern Israel 9
18 Northern Israel 10
19 Southern Israel 1
20 Southern Israel 2
21 Southern Israel 3
22 Southern Israel 4
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23 Southern Israel 5
24 Southern Israel 6
25 Turkey 1
26 Turkey 2
27 Turkey 3
28 Turkey 4
29 Turkey 5
30 Turkey 6
31 Turkey 7
32 Turkey 8
33 Turkey 9
34 Turkey 10
35 Turkey 11
36 Turkey 12
37 Turkey 13
38 Turkey 14
39 Turkey 15
40 Παρθένο δάσος Δράμας 1
41 Θράκη Ν. Έβρου 5
42 Θράκη Ν. Έβρου 10
43 Θράκη Ν. Έβρου 16
44 Πύρρα Τρικάλων 42
45 Φάρσαλα Τρικάλων 3
46 Δέση Τρικάλων 1
47 Κωφοί Αλμυρού 1
48 Βελεστίνο 8
49 Ελαφότοπος Ιωαννίνων 1
50 Ιωάννινα 27
51 Ιωάννινα 10
52 Αυγό Ιωαννίνων 1
53 Βραδέτο Ιωαννίνων 10
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54 Ολυμπιάδα Λάρισας 1
55 Τσαριτσάνη Λάρισας 2
56 Σπηλιά Λάρισας 31
57 Γόννοι Λάρισας 1
58 Ορεινή Σερρών 1
59 Λουτράκι 12
II. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ TOY DNA
Πραγματοποιήθηκε απομόνωση του ολικού DNA σύμφωνα με το παρακάτω 
πρωτόκολλο:
Διαλύματα
□ Extraction buffer (ΙΟΟιτιί-)-αποθήκευση στους 4 °C
I. 2 ml_Tris-HCL 2Μ ρΗ=8,5
II. 2 mL EDTA 0,5Μ
III. 4 mL NaCI 5M
IV. 92 mL d.d H20
□ Digestion buffer (20 mL)- αποθήκευση στους 4 °C
I. 18 mL extraction buffer
II. 2 mL SDS 10%
III. 100 μΙ διαλύματος proteinase K (lOOmg/ml)
□ Ιστός: 50-100 mg μύς, συκώτι, νεφρός, καρδιά κτλ. (Να μη 
χρησιμοποιείται το συκώτι εάν υπάρχει άλλος ιστός)
□ Διαδικασία:
1. Τοποθετούμε τον ιστό αρκετά τεμαχισμένο σε σωλήνα 
eppendorf του 1.5 mL και προσθέτουμε 1 mL extraction buffer
2. Αναδεύουμε έντονα (vortex) και φυγοκεντρούμε σε θερμοκρασία 
δωματίου (φυγόκεντρος eppendorf) στις 10.000 στροφές για 2 
min
3. Αδειάζουμε το υπερκείμενο προσεκτικά προσθέτουμε ξανά 1 mL 
extraction buffer και ακολουθούμε το προηγούμενο στάδιο ξανά
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4. Απομακρύνουμε το υπερκείμενο προσεκτικά, προσθέτουμε 400 
μΙ Digestion buffer το οποίο προηγουμένως έχουμε ανακινήσει 
αρκετά
5. Αναδεύουμε έντονα (vortex) ώστε να αναμιχθεί ο ιστός-ίζημα με 
το διάλυμα
6. Τοποθετούμε τα δείγματα στο μικρό υδατόλουτρο (Medingen) 
με τη βοήθεια λεπτού φελιζόλ ώστε το υγρό τμήμα των 
δειγμάτων να είναι βυθισμένο στους 37 °C για 2 ώρες
7. Κάθε μισή ώρα ανακινούμε τα δείγματα ώστε να επαναιωρηθεί 
το ίζημα
8. Προσθέτουμε 150μΙ οξικού Na (CH3COONa 3Μ ρΗ=5,2)
9. Αναδεύουμε έντονα και τοποθετούμε τα δείγματα στους -20 °C 
για 15 min
ΙΟ.Φυγοκεντρούμε στις 13.000 στροφές για 10 min στους 4 °C
11. Μεταφέρουμε το υπερκείμενο σε σωλήνα eppendorf
12. Προσθέτουμε 1 mL εξισορροπημένης φαινόλης
13. Ανάδευση έντονα στο vortex
14. Φυγοκεντρούμε στις 13.000 στροφές για 20 min στους 4 °C
15. Προσεκτική μεταφορά της επάνω υδατικής φάσης σε νέο 
σωλήνα eppendorf
16. Προσθήκη 0.5 mL φαινόλης και 0.5 mL χλωροφορμίου- 
ισοαμυλικής αλκοόλης (24V:1V). Μικρή ανάδευση στο vortex.
17. Φυγοκεντρούμε στις 13.000 στροφές για 5 min στους 4 °C
18. Μεταφορά της επάνω υδατικής φάσης σε νέο σωλήνα eppendorf
19. Προσθήκη lmL χλωροφορμίου- ισοαμυλικής αλκοόλης(24ν:ΐν).
20. Μικρή ανάδευση στο vortex.
21. Φυγοκεντρούμε στις 13.000 στροφές για 5 min στους 4 °C
22. Μεταφορά της επάνω υδατικής φάσης σε νέο σωλήνα eppendorf
23. Προσθήκη 1 mL ισοπροπανόλης (2-προπανόλη)
24. Μικρή ανάδευση στο vortex και παραμονή των δειγμάτων για 20 
min σε θερμοκρασία δωματίου
25. Φυγοκεντρούμε στις 13.000 στροφές για 20 min στους 4 °C
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26. Απομακρύνουμε προσεκτικά το υπερκείμενο παρατηρώντας 
ταυτόχρονα το ίζημα στο κάτω μέρος του eppendorf ώστε αυτό 
να μην μετακινηθεί
27. Προσθέτουμε 1 mL παγωμένης αλκοόλης (αιθανόλη) 70%
28. Ανακινούμε τα δείγματα με το χέρι
29. Φυγοκεντρούμε στις 13.000 στροφές για 5 min στους 4 °C
30. Απομακρύνουμε πολύ προσεκτικά το υπερκείμενο παρατηρώντας 
το ίζημα
31. Στεγνώνουμε τα δείγματα στον κλίβανο στους 37 °C για +/- 1 
ώρα παρατηρώντας να μην υπάρχουν μικροσταγονίδια στα 
τοιχώματα των σωλήνων
32. Διαλύουμε το ίζημα του DNA σε 100 μΙ d.d.H20
33. Συντηρείται στο ψυγείο στους 4°C όταν χρησιμοποιείται ή στους 
-20 °C για αποθήκευση
III. ΕΝΙΣΧΥΣΗ DNA ΔΕΙΓΜΑΤΩΝ ME PCR
Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) είναι μια μέθοδος με την οποία 
μια ελάχιστη ποσότητα δείγματος DNA μπορεί να πολλάπλασιαστεί in vitro και 
να δώσει πολυάριθμες πανομοιότητες αλληλουχίες. Πρόκειται για μια τεχνική 
γρήγορη, εύκολη και αυτοματοποιημένη. Τη μέθοδο ανέπτυξε ο βιοχημικός 
Kary Mullis (στον οποίο απονεμήθηκε το βραβείο Νομπέλ το 1984) και 
στηρίζεται στη βιολογική δράση DNA πολυμερασών που απομονώθηκαν από 
θερμόφιλα βακτήρια σε υψηλές θερμοκρασίες.
Οι περισσότερες DNA πολυμεράσες είναι δραστικές σε χαμηλές 
θερμοκρασίες. Σ' αυτές όμως τις συνθήκες το DINA είναι σφιχτά περιελιγμένο 
και έτσι η δράση τους δεν επιδρά στα περισσότερα τμήματα του μορίου. Οι 
θερμόφιλες DNA πολυμεράσες δρουν ακόμα και σε 100°C, δηλαδή σε 
θερμοκρασίες που το DNA αποδιατάσσεται. Η πολυμεράση που 
χρησιμοποιείται στην PCR ονομάζεται Taq polymerase και δανείστηκε το 
όνομα από το βακτήριο από το οποίο προέρχεται: Thermus aquaticus.
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Η αρχή λειτουργίας της μεθόδου στηρίζεται στη χρήση:
□ Μικρής ποσότητας DNA που παίζει το ρόλο μορίου-μήτρας
□ Ενός εκκινητή (primer), δηλαδή ένα ζεύγος συνθετικών ολιγο- 
νουκλεοτιδίων (15-30kb)
□ Της ειδικής Taq DNA πολυμεράσης
□ Κατάλληλου διαλύματος ελεύθερων 5' τριφωσφορικών δεοξυρι- 
βονουκλεοτιδίων (dNTPs)
□ Διαλύματος MgCb
□ Ρυθμιστικού διαλύματος για την Taq πολυμεράση
Η τεχνική της PCR πραγματοποιείται σε κύκλους, ενώ κάθε κύκλος 
πραγματοποιείται σε στάδια φάσεις και αποφέρει εκθετικό πολλαπλασιασμό 
του DNA στόχου.
Τα στάδια διακρίνονται:
1° στάδιο
Μετουσίωση-αποδιάταξη (denauturation): Αρχικά γίνεται θερμική
αποδιάταξη του DNA-στόχου, με αποτέλεσμα το δίκλωνο DNA μετατρέπεται 
σε μονόκλωνο (ssDNA-single stranded DNA).
2° στάδιο
Υβριδισμός-πρόσδεση εκκινητών επί συμπληρωματικών στις 
μονόκλωνες αλυσίδες του DNA-στόχου (annealing): Στη συνέχεια 
μειώνεται η θερμοκρασία και προστίθενται οι εκκινητές, οι οποίοι συνδέονται 
με τις δύο συμπληρωματικές αλληλουχίες του DNA-στόχου.
3° στάδιο
Επέκταση (βχΙβη5ΐοη)-σύνθεση πολυμερισμού (polymerization): Στο
3° στάδιο η παρουσία της Taq πολυμεράσης και των dNTPs συντελεί στη 
σύνθεση DNA με το διπλασιασμό του DNA-στόχου.
Το απομονωμένο DNA των 59 δειγμάτων, το οποίο εμπεριέχει ολόκληρη την 
περιοχή έλεγχου (CR-I), ενισχύθηκε με την τεχνική PCR (Polymerase Chain 
Reaction) χρησιμοποιώντας τους εκκινητές LepCyb2L (5- 
GAAACTGGCTCCAATAACCC-3') και LepD2H (5'-ATTTAAGAGGAACGTGTGGG- 
3') (Pierpaoii et al. 1999).
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Το ζεύγος αυτό των εκκινητών πολλαπλασιάζει μια περιοχή του 
μιτοχονδριακού κυτοχρώματος b μήκους 583 bp.
Οι συνθήκες της PCR στην παρούσα εργασία φαίνονται στον παρακάτω 
πίνακα:
Πίνακας 4 Συνθήκες της PCR
ΣΥΝΘΗΚΕΣ PCR ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑ ΧΡΟΝΟΣ
Αρχική αποδιάταξη
(Denaturation)
95 °C 4 min
Αποδιάταξη
(Denaturation)
95 °C 40 sec Αριθμός κύκλων
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Συγκόλληση Primer
(Annealing)
55 °C 50 sec
Επέκταση (Extension) 72 °C 1.5 min
Τελική επέκταση 72 °C 10 min
IV. ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΣΕ ΠΗΚΤΩΜΑ ΑΓΑΡΟΖΗΣ
Η ηλεκτροφόρηση είναι μια τεχνική που χρησιμοποιείται για το διαχωρισμό 
των μακρομορίων με βάση το φορτίο και το μοριακό τους βάρος. Συνίσταται 
στην απλή αρχή ότι μεταξύ αρνητικού και θετικού πόλου διέρχεται ρεύμα και 
υπάρχει μια αντίσταση η οποία είναι το πήκτωμα. Επιπλέον όσο πιο πυκνό 
είναι το διάλυμα της αγαρόζης τόσο πιο αργή είναι η διέλευση το ρεύματος 
μέσα από το πήκτωμα.
Για τον έλεγχο της επιτυχία των προϊόντων PCR παρασκευάστηκε gel 
αγαρόζης 2% σύμφωνα με τα παρακάτω συστατικά:
□ 30 mL 1ΧΤΑΕ
□ 0,6 gr αγαρόζης
□ 2,5 μΙ βρωμιούχο αιθίδιο
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Το διάλυμα TAE που χρησιμοποιείται στην ηλεκτροφόρηση είναι ένα μίγμα 
των εξής:
1. Tris ένα χημικό διάλυμα που ρυθμίζει το pH 2. EDTA το οποίο δημιουργεί 
χηλικά σύμπλοκα με κατιόντα μαγνησίου παρεμποδίζοντας έτσι τη δράση των 
νουκλεασών 3. οξικό οξύ.
Η τοποθέτηση 2 μΙ χρωστικής (που περιέχει μπλε της βρωμοφαινόλης, 
γλυκερόλη και Tris) στα δείγματα πριν την ηλεκτροφόρηση έχει τον εξής 
σκοπό:
1. Χωρίς την προσθήκη της χρωστικής θα γινόταν διάχυση και 
δεν θα διακρίνονταν η μπάντα
2. Η γλυκερόλη συμβάλλει στην καθίζηση του μίγματος του DNA 
στα πηγαδάκια της συσκευής της ηλεκτροφόρησης
Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης γινόταν ανίχνευση των ατόμων που 
έδωσαν θετικό αποτέλεσμα με τη βοήθεια του UV. Στα θετικά άτομα 
ακολούθως έγινε καθαρισμός του DNA από το διάλυμα της PCR.
V. ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ DNA ΑΠΟ ΔΙΑΛΥΜΑ
Ο καθαρισμός του DNA από διάλυμα της PCR έγινε με βάση το GFX PCR DNA 
και Gel Band Purification Kit της Amersham Biosciences. To πρωτόκολλο που 
ακολουθήθηκε ήταν το εξής:
1. Τοποθέτηση μιας στήλης GFX σε ένα συλλεκτικό σωλήνα για κάθε 
απομόνωση
2. Προσθήκη 500 μΙ buffer στη στήλη GFX
3. Μεταφορά του DNA διαλύματος στη στήλη
4. Πιπετάρισμα πάνω από 4-6 φορές
5. Φυγοκέντρηση για 30 sec
6. Άδειασμα του κάτω τμήματος και επανατοποθέτηση της στήλης
7. Προσθήκη 500 μΙ wash buffer. Φυγοκέντρηση για 30 sec
8. Μεταφορά μόνο της στήλης σε νέο σωλήνα eppendorf
9. Προσθήκη 50 μΙ απεσταγμένου Η20
10. Αναμονή για 1 min
11. Φυγοκέντρηση για 1 min
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VI. ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΑΣ DNA
(SEQUENCING!
Εφόσον τα 59 προϊόντα PCR των λαγών καθαρίστηκαν, στάλθηκαν για 
προσδιορισμό της αλληλουχίας του DNA στην εταιρεία MWG.
Η ακριβής νουκλεοτιδική αλληλουχία ενός προϊόντος PCR ή ενός 
κλωνοποιημένου τμήματος DNA μπορεί να προσδιοριστεί άμεσα. Η πιο 
πολυχρησιμοποιημένη τεχνική, η μέθοδος Sanger αποτελεί μια ενζυμική 
προσέγγιση (Sanger et al. 1977). Στη μέθοδο Sanger ακολουθούνται τα εξής 
βήματα: χρησιμοποιώντας έναν εκκινητή ομόλογο προς το ένα άκρο της 
αλυσίδας του DNA, της οποίας πρόκειται να καθορισθεί η αλληλουχία, 
συντίθεται η συμπληρωματική αλυσίδα με τη βοήθεια της DNA πολυμεράσης. 
Μικρή ποσότητα ενός από τα τέσσερα διδεοξυνουκλεοτίδια (ddATP, ddCTP 
,ddTTP, ddGTP) συμπεριλαμβάνεται σε καθεμία από τέσσερις τέτοιες 
διαφορετικές αντιδράσεις. Όταν σε μια αυξανόμενη αλυσίδα ενσωματωθεί ένα 
διδεοξυνουκλεοτίδιο, σταματά η σύνθεση αυτού του μορίου, διότι δεν υπάρχει 
πλέον ελεύθερο 3' υδροξύλιο.
Εικόνα 10 Αομή 1 διδεοξυνουκλεοτιδίου και τα συστατικά μιας Sanger αντίδρασης
dideoxy nucleotide
5‘
DNA
I Μ II I Μ II I I T II II
AATCTGGGCT ACTCGGGCG
3‘
DNA POLYMERASE 
+ 4dMTP 
+ ddATP
c G C A LABELED
. J...1...J—*-<3 PRIMER
8
A G C C GCGT
1 1
A T G A G C C
_ I I I I ill
GCGT
ACCCGATGAGCC GCGT
• c .1 I I I I I I.............................  ■ -
AGACCCGATGAGCC GCGT
18 .1 1 ill 1 1 I -Γ 1 1 I I I 1 1 1 I Q
Ο διαχωρισμός των σημασμένων τμημάτων DNA που προκύπτουν σε 
τέσσερις διαφορετικές θέσεις ενός ηλεκτροφορητικού πηκτώματος
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πολυακρυλαμιδϊου και στη συνέχεια η έκθεση σε ακτινογραφικό φιλμ, ή η 
ανάλυση φθορισμού επιτρέπει την απευθείας ανάγνωση της αλληλουχίας.
Εικόνα 11 Sequencing Gel ακρυλαμίδης
DMA
TGGGCTACTCGGGCGT
C G C A
DNA POLYMERASE | | 1 1
A A r c
+ 4 dNTP
ddATP ddTTP ddCTP ddGTP
Λ
J
3*
Τ
Τ
A
G
A
C
C
c
G
A
T
G
A
G
C
c
c
G
C
A
Αυτοματοποιημένοι αναλυτές αλληλουχιών DNA μπορούν να εκτελέσουν 
σήμερα αυτή τη διαδικασία με μεγάλη ταχύτητα και ταυτόχρονα για ένα 
μεγάλο αριθμό δειγμάτων. Η μήτρα DNA υποβάλλεται σε μια σειρά ενζυμικών 
αντιδράσεων και 'φορτώνεται' στον αναλυτή της αλληλουχίας, ο οποίος 
διαχωρίζει και αναλύει αυτόματα τα τμήματα του DNA και αποθηκεύει την 
τελική αλληλουχία του DNA σε ένα αρχείο στο σκληρό δίσκο του 
ηλεκτρονικού υπολογιστή (Gelehrter et al. 2003). Στην συγκεκριμένη 
περίπτωση ο αυτοματοποιημένος αναλυτής που χρησιμοποίησε η εταιρεία 
ήταν ο ΑΒΙ capillary sequencer.
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VII. ΣΤΑΤΙΣΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ
□ BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
Blastn: Συγκρίνει μια νουκλεοτιδική ακολουθία με μια βάση ακολουθιών 
νουκλεοτιδίων.
ν' High-scoring Segment Pair (HSP): δύο αποσπάσματα ακολουθιών 
τυχαίου αλλά ίσου μήκους, με ομοπαράθεση, της οποίας ο βαθμός ξεπερνά 
ένα καθορισμένο κατώφλι. Έτσι ένα σύνολο από HSPs καθορίζεται από δύο 
ακολουθίες, έναν πίνακα βαθμολόγησης και ένα βαθμολογικό κατώφλι. Η 
ευαισθησία και η ταχύτητα των προγραμμάτων ρυθμίζονται μέσω των 
παραμέτρων W, Τ και X. Η επιλεκτική ικανότητα ρυθμίζεται με τον βαθμό 
κατωφλιού.
ν' Maximal-scoring Segment Pair (MSP): το ζεύγος αποσπασμάτων με 
τον μέγιστο βαθμό απ' όλα τα δυνατά ζεύγη που προκύπτουν από δύο 
ακολουθίες. Καθορίζεται από τις δύο ακολουθίες και έναν πίνακα 
βαθμολόγησης.
1.Αναζήτηση των HSPs μεταξύ της εξεταζόμενης ακολουθίας και 
μιας ακολουθίας της βάσης.
Σ.Υπολογισμός της στατιστικής σημαντικότητας κάθε συμφωνίας 
που εντοπίσθηκε.
3.Αναφορά μόνο στις συμφωνίες που υπερβαίνουν ένα επιλεγμένο 
από τον χρήστη κατώφλι σημαντικότητας (παράμετρος Ε).
Η εύρεση των HSPs αρχίζει με τον εντοπισμό σύντομων λέξεων μήκους W 
στην εξεταζόμενη ακολουθία οι οποίες ικανοποιούν κάποιο θετικό κατώφλι 
βαθμολόγησης Τ, φερόμενες σε ομοπαράθεση με μια λέξη ίσου μήκους μιας 
ακολουθίας της βάσης. Το Τ αναφέρεται ως «the neighbourhood word score 
threshold».
Οι επιτυχημένες λέξεις επεκτείνονται και προς τις δύο κατευθύνσεις, για όσο 
ακόμη ο αθροιστικός βαθμός της ομοπαράθεσης βελτιώνεται.
Η επέκταση σταματά, όταν:
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• ο αθροιστικός βαθμός μειώνεται κατά το ποσό X από την μέγιστη 
επιτευχθείσα τιμή,
• ο αθροιστικός βαθμός γίνει μηδέν ή χαμηλότερος,
• ή όταν φθάσουμε στην άκρη μιας από τις ακολουθίες.
Η αναζήτηση ομοιοτήτων μεταξύ ακολουθιών ονομάζεται ομοπαράθεση ή 
στοίχιση (Alignment). Στην πολλαπλή ομοπαράθεση ακολουθιών ο στόχος 
είναι να στοιχηθοϋν τρεις ή περισσότερες ακολουθίες έτσι ώστε ο μέγιστος 
δυνατός αριθμός χαρακτήρων να βρίσκεται στην ίδια στήλη. Το μειονέκτημα 
με την πολλαπλή ομοπαράθεση είναι ότι η σύγκριση πολλαπλών ακολουθιών 
αυξάνει τους συνδυασμούς συμφωνιών, ασυμφωνιών και κενών.
Υπάρχουν τέσσερις μέθοδοι πολλαπλής ομοπαράθεσης: 1. Προοδευτική 
ομοπαράθεση (Progressive Alignment) 2. Επαναληπτική ομοπαράθεση 
(Iterative Alignment) 3. Dynamic Programming 4. Statistical Modeling.
To ClustalW είναι πρόγραμμα προοδευτικής ομοπαράθεσης.
□ CLUSTAL X (1.8)
To Clustal X είναι μια επιφάνεια εργασίας του προγράμματος πολλαπλής 
ομοπαράθεσης ακολουθιών ClustalW. Εκτελεί ομοπαραθέσεις κατά ζεύγη σε 
όλες τις ακολουθίες και αναλύει τα αποτελέσματα. Ένα πολύπλευρο 
χρωματιστό πρόγραμμα είναι ενσωματωμένο το οποίο επιτρέπει την 
υπογράμμιση συντηρημένων χαρακτηριστικών στην ομοπαράθεση. Ο 
κατάλογος επιλογών επιτρέπει την επιλογή πολλών δυνατοτήτων όπως την 
αντιγραφή και επικόλληση ακολουθιών για την αλλαγή της σειράς της 
ομοπαράθεσης.
Εισανωνή ακολουθιών: οι ακολουθίες εισάγονται στο πρόγραμμα μέσω της 
επιλογής «FILE». Όλες οι ακολουθίες θα πρέπει να περιλαμβάνονται σε ένα 
αρχείο
Πολλαπλή ομοπαράθεση: για να πραγματοποιηθεί η πολλαπλή ομοπαράθεση 
αρχικά θα πρέπει να επιλεγεί το «MULTIPLE ALIGNMENT MODE». Οι 
πολλαπλές ομοπαραθέσεις γίνονται σε τρία στάδια:
1. Όλες οι ακολουθίες συγκρίνονται κατά ζεύγη
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2. Κατασκευάζεται ένα δενδρόγραμμα (όπως ένα φυλογενετικό δένδρο) 
το οποίο περιγράφει την προσεγγιστική ομαδοποίηση των 
αλληλουχιών με βάση την ομοιότητα
3. Εκτελείται η τελική πολλαπλή ομοπαράθεση χρησιμοποιώντας το 
δενδρόγραμμα ως καθοδηγητή.
Τα τρία στάδια μπορούν αυτόματα να προσπελασθούν με την επιλογή «DO 
COMPLETE ALIGNMENT».
Φυλονενετικά δένδοα: προτού προσδιοριστεί ένα δένδρο θα πρέπει να έχει 
επιτευχθεί ομοπαράθεση των ακολουθιών. Η μέθοδος αυτή χρησιμοποιεί τη 
μέθοδο NJ (Neighbour Joining) των Saitou και Nei. Πρώτα υπολογίζονται οι 
αποστάσεις (ποσοστιαία ποικιλότητα) μεταξύ όλων των ζευγών ακολουθιών 
της πολλαπλής ομοπαράθεσης και δεύτερον εφαρμόζεται η μέθοδος NJ για 
τον πίνακα απόστασης.
□ Τ reeView
To TreeView είναι ένα πρόγραμμα οπτικοποίησης των φυλογενετικών δένδρων 
το οποίο γράφτηκε από τον Roderic D.M. Page. Προηγούμενες εκδόσεις του 
BioEdit εμπεριείχαν μια εκτελέσιμη κατανομή του TreeView στον φάκελο 
apps. Μετά την απαίτηση του συγγραφέα η εγκατάσταση ολόκληρου του 
TreeView διανέμεται με το BioEdit.
□ PHYLIP
Το στατιστικό πακέτο PHYLIP (PHYLogeny Inference Package, Version 3.6b, 
January 2004) γράφτηκε από τον Joseph Felsenstein και αποτελείται από 35 
προγράμματα. Επιπλέον υπάρχουν αρχεία για ομάδες προγραμμάτων που 
περιλαμβάνουν προγράμματα μοριακών αλληλουχιών (π.χ. DNADIST, 
SEQBOOT), προγράμματα πινάκων απόστασης (π.χ. NEIGHBOR), προγράμ­
ματα για συχνότητες γονιδίων και συνεχών χαρακτήρων (π.χ. GENDIST), 
προγράμματα διακριτών χαρακτήρων (π.χ. PARS) και προγράμματα 
σχεδιασμού δένδρων (π.χ. CONSENSE). Παρακάτω αναφέρονται τα
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προγράμματα του PHYLIP που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία για 
την ανάλυση των αποτελεσμάτων.
1. DNADIST
Το πρόγραμμα DNADIST χρησιμοποιεί τις νουκλεοτιδικές ακολουθίες για να 
υπολογιστεί ένας πίνακας απόστασης κάτω από τέσσερα διαφορετικά μοντέλα 
νουκλεοτιδικής υποκατάστασης. Επιπλέον υπάρχει δυνατότητα να υπολογισθεί 
ένας πίνακας ομοιότητας ανάμεσα στις νουκλεοτιδικές ακολουθίες. Η 
απόσταση για κάθε ζεύγος ειδών εκτιμά το συνολικό μήκος του κλάδου 
μεταξύ δυο ειδών και μπορεί να χρησιμοποιηθεί στα προγράμματα FITCH, 
KITSCH και NEIGHBOR. Τα τέσσερα διαφορετικά μοντέλα νουκλεοτιδικής 
υποκατάστασης είναι τα εξής: 1. Jukes και Cantor (1969) 2. Kimura (1980) 3. 
το μοντέλο F84 και 4. το μοντέλο βασισμένο στην απόσταση LogDet. Όλα τα 
μοντέλα εκτός της απόστασης LogDet επιτρέπουν άνισους ρυθμούς 
υποκατάστασης σε διαφορετικές θέσεις.
2. SEQBOOT
To SEQBOOT είναι ένα γενικό πρόγραμμα εκκίνησης και ένα εργαλείο για την 
εφαρμογή και ανάλυση των δεδομένων. Το στατιστικό πρόγραμμα SEQBOOT 
επιτρέπει την παραγωγή πολλαπλών αρχείων τα οποία είναι ξαναδοκιμασμένες 
εκδοχές των εισαγόμενων αρχείων. Επειδή σχεδόν όλα τα προγράμματα στο 
στατιστικό πακέτο PHYLIP μπορούν να αναλύσουν πολλαπλά δεδομένα, αυτό 
επιτρέπει οτιδήποτε σε αυτό το πακέτο να είναι αυτοδύναμο (bootstrap), 
αναδιπλωμένο (jackknife) ή μεταθετιμένο (permutation). To SEQBOOT μπορεί 
να χειριστεί μοριακές αλληλουχίες, δυαδικούς χαρακτήρες, περιοριστικές 
θέσεις και συχνότητες γονιδίων. Για να εκτελεσθεί μια bootstrap δοκιμασία (ή 
jackknife ή permutation) θα πρέπει να χρησιμοποιηθούν τρία προγράμματα. 
Πρώτα θα πρέπει να τρέξουμε το SEQBOOT για να παρθούν τα αρχικά 
δεδομένα και να παραχθεί ένας μεγάλος αριθμός αυτοδύναμων αρχείων 
(μεταξύ 100 και 1000 είναι συνήθως επαρκή). Κατόπιν θα πρέπει να βρεθεί η 
φυλογένεια για καθένα από αυτά χρησιμοποιώντας αρχικά το πρόγραμμα
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NEIGHBOR και κατόπιν το CONSENSE το οποίο κατασκευάζει ένα 
φυλογενετικό δένδρο ως το αποτέλεσμα της ανάλυσης.
3. CONSENSE
Το πρόγραμμα CONSENSE διαβάζει ένα αρχείο με ευανάγνωστα (από τον 
υπολογιστή) δένδρα και αποτυπώνει ένα δένδρο κοινής ομολογίας. Προς το 
παρόν εκτελεί μια οικογένεια μεθόδων για το δένδρο κοινής ομολογίας οι 
οποίες καλούνται Μι μέθοδοι. Αυτές οι μέθοδοι περιλαμβάνουν την αυστηρή 
ομολογία και την ομολογία του κανόνα πλειοψηφίας. Βασικά το δένδρο κοινής 
ομολογίας αποτελείται από μονοφυλετικές ομάδες οι οποίες βρίσκονται όσον 
το δυνατόν συχνότερα μέσα στα δεδομένα. Εάν μια ομάδα βρίσκεται 
περισσότερο από το τμήμα I όλων των εισαγόμενων δένδρων θα εμφανίζεται 
σίγουρα στο δένδρο κοινής ομολογίας.
Το δένδρο που προκύπτει έχει σε κάθε διακλάδωση ένα αριθμό που δείχνει 
πόσες φορές η ομάδα, που αποτελείται από το είδος προς στα δεξιά 
(κατάγεται από) πού υπάρχει η διακλάδωση, λαμβάνει χώρα. Έτσι, εάν 
διαβαστούν 15 δένδρα και βρούμε ότι μια διακλάδωση έχει τον αριθμό 15, 
αυτή η ομάδα λαμβάνει χώρα σε όλα τα δένδρα.
4. NEIGHBOR
Το πρόγραμμα NEIGHBOR εφαρμόζει τη μέθοδο Neighbor-Joining των Saitou 
και Nei (1987) και τη μέθοδο ομαδοποίησης UPGMA. Αυτό το πρόγραμμα 
γράφτηκε από τη Mary Kuhner και τον Jon Yamato χρησιμοποιώντας μερικούς 
κώδικες από το πρόγραμμα FITCH. Ένα σημαντικό μέρος του κώδικα έχει 
μεταφραστεί από τον κώδικα FORTAN του προγράμματος Neighbor-Joining το 
οποίο γράφτηκε από τους Naruya Saitou και Li Jin, και χρησιμοποιείται με την 
άδεια των Saitou και Jin. Το πρόγραμμα NEIGHBOR κατασκευάζει ένα δένδρο 
από διαδοχικές ομαδοποίησης των γραμμών, θέτοντας το μήκος των κλάδων 
καθώς οι γραμμές ομαδοποιούνται. Το δένδρο που προκύπτει δεν μπορεί να 
αλλαχθεί περαιτέρω. Επιπλέον το δένδρο δεν λαμβάνει υπόψη κανένα μοριακό 
ρολόι, έτσι στην πραγματικότητα το δένδρο είναι άρριζο. Το πρόγραμμα δεν
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μπορεί να εκτιμήσει ένα δένδρο το οποίο μπορεί να αλλαχθεί ούτε μπορεί να 
εμποδίσει τα μήκη των κλάδων να γίνουν αρνητικά.
ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ
Αρχικά στη παρούσα εργασία, μετά την ανάλυση sequencing, ήταν διαθέσιμες 
οι ακολουθίες του cytb των 59 δειγμάτων (πίνακας 3). Με βάση τα άτομα των 
λαγών επιλέχθηκαν διάφορα είδη από τη GenBank μέσω του προγράμματος 
BLAST (,httD://www.ncbi.nlm.nih.aov/BLASTT Τα άτομα που επιλέχθηκαν 
ανήκουν σε διαφορετικά είδη του γένους Lepus και ένα διαφορετικό είδος το 
Oryctolagus cuniculus το οποίο χρησιμοποιείται ως outgroup. Τα άτομα που 
προέρχονται από την GenBank και χρησιμοποιήθηκαν στην ανάλυση 
παρουσιάζονται στον πίνακα 5.
Πίνακας 5 Επιλεγμένα άτομα από τη βάση δεδομένων GenBank
Αριθμός GenBank Είδος Τμήμα γονιδιώματος Απλότυπος
ΑΥ596960 Lepus capensis cytb 2
AJ279416 Lepus capensis cytb 6
ΑΥ599078 Lepus oiostolus cytb 1
ΑΥ599082 Lepus oiostolus cytb 5
AJ279420 Lepus sinensis cytb 3
AJ279421 Lepus sinensis cytb 4
AF157464 Lepus corsicanus cytb 1
AF157463 Lepus corsicanus cytb 3
AJ279422 Lepus mandshuricus cytb 1
AU650895 Lepus mandshuricus cytb 2
ΑΥ599077 Lepus hainanus cytb -
ΑΥ649618 Lepus tolai cytb 21
ΑΥ649614 Lepus tolai cytb 17
AF157465 Lepus granatensis cytb -
AJ279402 Lepus comus cytb 1
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AJ279410 Lepus comus cytb 9
ΑΥ599075 Lepus timidus cytb 1
ΑΥ599076 Lepus timidus cytb 2
ΑΥ292731 Lepus californicus cytb -
ΑΥ292729 Lepus townsendii cytb -
ΑΒ058616 Lepus brachyurus cytb -
ΑΒ058615 Lepus brachyurus cytb -
ΑΥ292733 Lepus americanus cytb -
AJ539432 Oryctolagus
cunicuius
cytb και partial 
tRNA-Thr
A06bpsa
Ο όρος Maximum-scoring Segment Pair (MSP) φανερώνει την μεγαλύτερη 
ομοφωνία στην ερευνούμενη αλληλουχία. To MSP φανέρωσε υψηλή 
ομοιότητα ανάμεσα στα αποτελέσματα του εργαστηρίου και στις εγγραφές 
των βάσεων δεδομένων (97%, 98%, 99% και 100%).
Το τμήμα του κυτοχρώματος b που αλληλουχήθηκε στα 59 άτομα των λαγών 
που είχαμε στη διάθεση μας έχει μήκος 583 bp. Οι αλληλουχίες των δειγμάτων 
μας κόπηκαν σε σχέση με τις αλληλουχίες αναφοράς που αποκτήσαμε από το 
διαδίκτυο στις 462 bp. Επομένως το τμήμα του μιτοχονδριακού γονιδίου του 
κυτοχρώματος b που αναλύθηκε είχε μήκος 462 bp.
Οι αλληλουχίες των 83 ατόμων ομοπαρατέθηκαν χρησιμοποιώντας το 
πρόγραμμα ClustalX (Thompson et al. 1994).
Κατόπιν δημιουργήθηκαν δυο διαφορετικές ομάδες από τα 83 άτομα για να 
αναλυθούν τα αποτελέσματα μας με το στατιστικό πακέτο PHYLIP. Η πρώτη 
ομάδα Α περιελάμβανε τα 24 είδη από το διαδίκτυο και τα άτομα: TURKEY5, 
NORTH ISRAEL3, SOUTH ISRAELI, HOLLAND3, FRANCE10, N. GERMANY3, 
ΦΑΡΣΑΛΑ3, ΛΟΥΤΡΑΚΙ 12, ΙΩΑΝΝΙΝΑ27 και η δεύτερη ομάδα Β αποτελούνταν 
από τα άτομα του πίνακα 3 και δύο άτομα του είδους Lepus timidus.
Με τη βοήθεια του προγράμματος DNADIST (Kimura 2-parameter) εξαγάγαμε 
τους πίνακες γενετικής απόστασης για τις δυο ομάδες.
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Για να οπτικοποιηθούν οι γενετικές σχέσεις μεταξύ των αλληλουχιών των 
τριών ομάδων δημιουργήθηκαν NJ (Neighbour-joining) φυλογενετικά δέντρα, 
χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα NEIGBOUR του στατιστικού πακέτου PHYLIP.
Φυλογενετικά δένδρο ομάδας A
oryctolag u 
oiostolusl 
oiostolus5 
com usl 
com us9 
americanus 
townsendii 
corsican ul 
corsicanu3 
tim id us2 
m andshuri2 
tim id usl
c tolai21 tolail 7
-C
californic
brachyurus
brachyuru'\
granatens\
hainanus
SISR1
TURKEY5
NISR3
NGERMANY3
HOLLAND3
FRANCE10
LOUTRAKI12
FARSALA3
IOANNINA27
sinensis 4 
mandshuril 
capensisl 
capensisG 
sinensis 3
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Φυλογενετικό δένδρο ομάδας Β
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Με την χρήση των προγραμμάτων SEQBOOT, DNADIST, NEIGHBOR, 
κατασκευάστηκε ένα φυλογενετικό δένδρο CONSENSUS για την δεύτερη 
ομάδα Β.
Φυλογενετικό δένδρο CONSENSUS για την ομάδα Β
Τι------  SISR6
* NBR8
-------------- NISR2
“------ TURKEY5
NISR3
NISR9
______ I NISR4
' NISR6
- PARTHE NDR1 
THRAKI1 0 
THRAKI5 
TURKEY1 2 
THRAKI16
- TURKEY15
-------- TURKEY8
- TURKEY1 0 
ΚΕΥ1
1 TURKEY7
--------TURKEY2
- TURKEY11 
-------------  TURKEY9
ri!SISR1SISR5
POLAND0727
-------- POLAND0729
UKSL8 
NGERMANY3 
FRANCE 10 
HOLLAND3
------ AUSTRIS013
— UKS20 
- ORSERRON1
I-------- VRADETO10
“I________ I IOANNINA1 0
__ ' ELAFION1
r PYRRA42 
H r VELEST8 
|_j DESI1 
* OLIMPIADA1
------ LOUTRAKI1 2
AVGOIOAN1
KOFOIALM
SPILIA31
FAR SAL A3
DANNNA27
GONOI1
TSAR ITS AN I
--------- timidusl
■ timidus2
0.1
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ΣΥΖΗΤΗΣΗ
.■ II - ■ 11 . . 11II -Ί
Με τον όρο γενετική απόσταση νοείται οποιαδήποτε μέτρηση των γενετικών 
διαφορών μεταξύ πληθυσμών ή ειδών. Συνήθως η γενετική απόσταση 
βασίζεται σε διαφορές αλληλικών συχνοτήτων.
Από τις γενετικές αποστάσεις της ομάδας Α προκύπτει ότι η μεγαλύτερη 
γενετική απόσταση είναι μεταξύ των ειδών Oryctolagus cuniculus και Lepus 
mandshuricus (0.244) ενώ η μικρότερη είναι μεταξύ των ειδών Lepus sinensis 
- Lepus mandshuricus και Lepus mandshuricus - Lepus timidus (0.004).
Από το φυλογενετικό δένδρο της ομάδας Α παρατηρείται ότι το Oryctolagus 
cuniculus που χρησιμοποιείται ως εξωτερική ομάδα διαχωρίζεται πλήρως από 
τα υπόλοιπα είδη του γένους Lepus. Τα είδη του γένους Lepus αρχικά 
διαχωρίζονται σε δυο ομάδες όπου η πρώτη περιλαμβάνει τα είδη L. sinensis, 
L. mandshuricus και L. capensis και η δεύτερη ομάδα τα υπόλοιπα είδη.
Η ωυλονεωνοαωία και π ιστορία του πλπθυσυού του καωέ ευρωπαϊκού λανού 
Έχοντας υπόψη τη κατανομή του καφέ ευρωπαϊκού λαγού, αυτό το είδος 
είναι πιθανόν να έχει κοινή βιογεωγραφική ιστορία με άλλα στοιχεία της 
χλωρίδας και της πανίδας της Ευρώπης τα οποία επηρεάστηκαν από τους 
παγετώνες του τελευταίου Πλειστόκαινου. Οι νότιες χερσόνησοι της Ιβηρίας, 
της Ιταλίας, των Βαλκανίων αλλά και της Μικρός Ασίας λειτούργησαν ως 
καταφύγια για διάφορα ευρωπαϊκά είδη κατά τον Πλειστόκαινο (e.g. Taberlet 
et al. 1998, Hewitt 1999).
Η παρούσα γενετική ποικιλότητα και τα φυλοφεωγραφικά πρότυπα αρκετών 
ευρωπαϊκών ειδών ίσως προέκυψαν κατά την απομόνωση σε τέτοια 
καταφύγια κατά τη διάρκεια των διαδοχικών παγετωδών-μεσοπαγετωδών 
περιόδων και τα πρότυπα μετανάστευσης των ειδών ίσως προέκυψαν κατά τη 
διάρκεια εξάπλωσης τους από τα καταφύγια προς το βορρά.
Μετά την τελευταία παγετώδη περίοδο, οι πληθυσμοί των καταφυγίων 
επεκτάθηκαν στο βορρά αποικίζοντας την κεντρική και βόρεια Ευρώπη και σε 
αρκετές περιπτώσεις σχημάτιζαν ζώνες υβριδισμού στις οποίες έρχονταν σε 
επαφή. Διάφορα παραδείγματα των προτύπων του μεταπαγετωνικού
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αποικισμού έχουν περιγράφει (Hewitt 1999). Στις περισσότερες περιπτώσεις 
τα Βαλκάνια ήταν η πηγή των ευρωπαϊκών πληθυσμών επειδή δεν υπήρχαν 
φυσικά εμπόδια προς το βορρά σε αντίθεση με τις Άλπεις και τα Πυρηναία για 
τα ιταλικά και ιβηρικά καταφύγια αντίστοιχα.
Ο καφέ ευρωπαϊκός λαγός είναι το μοναδικό είδος λαγού στα Βαλκάνια και τη 
Μικρά Ασία, ενώ στην ιβηρική και στην ιταλική χερσόνησο υπάρχουν και άλλα 
είδη (L granatensis και L. castroviejoi στην Ιβηρία και ο L. corsicanus στην 
Ιταλία) τα οποία θα μπορούσαν να έχουν περιορίσει τα καταφύγια του καφέ 
ευρωπαϊκού λαγού εξαιτίας του συναγωνισμού. Η απουσία άλλων πιθανόν 
συναγωνιστικών ειδών στην νοτιοανατολική μεσόγειο μπορεί να έχει επιτρέψει 
μια μακροχρόνια παρουσία και εξέλιξη του καφέ ευρωπαϊκού λαγού και 
επιπλέον αυτή η περιοχή ίσως πραγματικά να ήταν ένα κύριο καταφύγιο κατά 
τη διάρκεια των παγετώνων. Αυτή η άποψη υποστηρίζεται επιπλέον και από 
απολιθώματα από το τελευταίο Πλειστόκαινο στην κεντρική Ελλάδα (Payne 
1969, Chevallier 1973, Reisch 1976, Jullien 1981).
Από τα φυλογενετικά δένδρα Α και Β προκύπτει ότι τα άτομα του Lepus 
europaeus που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία (πίνακας 3) 
ομαδοποιούνται σε τρεις τύπους: Α. Ανατολικού τύπου Β. Ελληνικού τύπου και 
Γ. Ευρωπαϊκού τύπου σύμφωνα με τους παρακάτω πίνακες.
Πίνακας 6 Ελληνικού τύπου
Αριθμός δείγματος Τοποθεσία Ειδικός αριθμός
1 Πύρρα Τρικάλων 42
2 Φάρσαλα Τρικάλων 3
3 Δέση Τρικάλων 1
4 Κωφοί Αλμυρού 1
5 Βελεστίνο 8
6 Ελαφότοπος Ιωαννίνων 1
7 Ιωάννινα 27
8 Ιωάννινα 10
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9 Αυγό Ιωαννίνων 1
10 Βραδέτο Ιωαννίνων 10
11 Ολυμπιάδα Λάρισας 1
12 Τσαριτσάνη Λάρισας 2
13 Σπηλιά Λάρισας 31
14 Γόννοι Λάρισας 1
15 Ορεινή Σερρών 1
16 Λουτράκι 12
Πίνακας 7 Ευρωπαϊκού τύπου
Αριθμός δείγματος Τοποθεσία Ειδικός αριθμός
1 France 10
2 Austria 5.013
3 U.K. 5.20
4 U.K. SL.8
5 Holland 3
6 Poland 07.29
7 Poland 07.27
8 N. Germany 3
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Πίνακας 8 Ανατολικού τύπου
Αριθμός δείγματος Τοποθεσία Ειδικός αριθμός
1 Northern Israel 1
2 Northern Israel 2
3 Northern Israel 3
4 Northern Israel 4
5 Northern Israel 5
6 Northern Israel 6
7 Northern Israel 7
8 Northern Israel 8
9 Northern Israel 9
10 Northern Israel 10
11 Southern Israel 1
12 Southern Israel 2
13 Southern Israel 3
14 Southern Israel 4
15 Southern Israel 5
16 Southern Israel 6
17 Turkey 1
18 Turkey 2
19 Turkey 3
20 Turkey 4
21 Turkey 5
22 Turkey 6
23 Turkey 7
24 Turkey 8
25 Turkey 9
26 Turkey 10
27 Turkey 11
28 Turkey 12
29 Turkey 13
30 Turkey 14
31 Turkey 15
32 Παρθένο δάσος Δράμας 1
33 Θράκη Ν. Έβρου 5
34 Θράκη Ν. Έβρου 10
35 Θράκη Ν. Έβρου 16
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Αρχικά από το φυλογενετικό δένδρο της ομάδας Β παρατηρούμε έναν σαφή 
διαχωρισμό μεταξύ του L. europaeus και του L. timidus. Τα δυο αυτά είδη 
παρουσιάζουν διαφορές στο τρόπο και στο περιβάλλον διαβίωσης αλλά και 
μορφολογικές και γενετικές διαφορές. Επιπλέον μέσα στο είδος L. europaeus 
γίνεται ένας ξεκάθαρος διαχωρισμός ανάμεσα στην «δυτική» και «ανατολική» 
ομάδα. Για τη δυτική ομάδα υπάρχουν δυο επιπλέον κλάδοι οι οποίοι 
εμπεριέχουν: ο πρώτος τους λαγούς από τη βόρεια και κεντρική Ευρώπη και ο 
δεύτερος τα δείγματα από τη κεντρική Ελλάδα. Στην ανατολική ομάδα οι 
διαχωρισμοί είναι πιο περίπλοκοι αλλά οι λαγοί από την ανατολική Μακεδονία 
και Θράκη είναι στενά συνδεδεμένα μεταξύ τους.
Η παρούσα γενετική ανάλυση αποκάλυψε την ύπαρξη δυο διακριτών 
φυλογενετικών ομάδων μια «δυτική» και μια «ανατολική» ομάδα. Αυτές οι 
δυο ομάδες παρουσιάζουν ένα ξεκάθαρο φυλογενετικό πρότυπο. Οι λαγοί από 
την κεντρική Ελλάδα (ελληνικού τύπου) και τη κεντρική και βόρεια Ευρώπη 
(ευρωπαϊκού τύπου) ανήκουν στην «δυτική» ομάδα ενώ οι λαγοί από τη 
ανατολική Μακεδονία και Θράκη, από τη Τουρκία και από το βόρειο και νότιο 
Ισραήλ ανήκουν στην «ανατολική» ομάδα. Αυτές οι δυο ομάδες σχηματίζουν 
μια ζώνη αλληλοεπικάλυψης στην περιοχή τα Θράκης η οποία ίσως εκτείνεται 
και στην τουρκική Θράκη βόρεια του Βοσπόρου αλλά και στην Μικρά Ασία. 
Αυτή η περιοχή είναι μια γνωστή ζώνη υβριδισμού στην Ευρώπη (Hewitt 
1999) για πληθυσμούς οι οποίοι περιορίστηκαν στα νότια Βαλκάνια και στη 
Μικρά Ασία κατά τους παγετώνες του Πλειστόκαινου. Για τον καφέ ευρωπαϊκό 
λαγό ο σχηματισμός αυτής της ζώνης υβριδισμού είναι αποτέλεσμα της 
δευτερογενούς επαφής των γονιδιακών δεξαμενών ενός πληθυσμού σε 
καταφύγια στα νότια Βαλκάνια και ενός ανατολικού πληθυσμού. Αυτή η ζώνη 
πιθανόν δημιουργήθηκε πριν από 15.000-9.500 χρόνια όταν η Ευρώπη και η 
ανατολή ήταν ενωμένες (Aksu et al. 1999) και το κλίμα ήταν αρκετά θερμό 
για να επιτρέψει στους λαγούς να διασκορπιστούν από τα καταφύγια.
Αρκετά θηλαστικά παρουσιάζουν παρόμοια φυλογεωγραφικά πρότυπα με 
αυτά που παρατηρήθηκαν για το λαγό. Οι πληθυσμοί των καφέ αρκούδων 
(Ursus arctos) στην Ευρώπη χαρακτηρίζεται από δυο κύριες ομάδες: μια 
δυτική ομάδα η οποία χωρίζεται επιπλέον σε δυο υποκατηγορίες, πληθυσμοί
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από τα βαλκανικά καταφύγια και πληθυσμοί από τα ιβηρικά καταφύγια, και μια 
ανατολική ομάδα η οποία περιλαμβάνει αρκούδες από τη Ρουμανία, τη δυτική 
Ρωσία, και μεγάλα τμήματα της Σκανδιναβίας (Taberlet et al. 1994). Επίσης ο 
σκαντζόχοιρος (Erinaceus concolor) παρουσιάζει παρόμοιο φυλογεωγραφικό 
πρότυπο με του λαγού. Υποδιαιρείται σε δυο κατηγορίες όπου η μια 
κατανέμεται στην Θράκη (Ελλάδας και Τουρκίας) έως και την Αυστρία και ίσως 
αυτή η ομάδα να αντιπροσωπεύει ένα παγετώδες καταφύγιο των Βαλκανίων. 
Η δεύτερη κατηγορία περιλαμβάνει σκαντζόχοιρους από τη Μικρά Ασία και την 
Παλαιστίνη (Seddon et al. 2001).
Μονάδεο διατήρησης και μετακινήσει του καφέ ευρωπαϊκού λανού 
Τα γενετικά δεδομένα θα πρέπει να ληφθούν σοβαρά υπόψη για τη 
σωστότερη διατήρηση και διαχείριση του καφέ ευρωπαϊκού λαγού. Αν και το 
συγκεκριμένο είδος δεν βρίσκεται σε κίνδυνο εξαφάνισης, οι τοπικοί 
πληθυσμοί συχνά μειώνονται εξαιτίας του κυνηγιού αλλά και των επιδημικών 
ασθενειών. Επίσης οι εκτενείς μετακινήσεις έχουν την τάση να αντικαθιστούν 
τις τοπικές γενετικές δεξαμενές και να μειώνουν την γενετική ποικιλότητα 
(Flux 1983, Perez-Suarez et al. 1994, Pierpaoli et al. 1999). Ειδικά όταν τα 
απελευθερωμένα άτομα προέρχονται από εκτρεφόμενες μοναδικές γραμμές, 
τότε η επίδραση στη γενετική ποικιλότητα είναι μεγαλύτερη. Στην Ιταλία και 
στην κεντρική Ευρώπη η γενετική ποικιλότητα είναι χαμηλότερη από τα νότια 
Βαλκάνια και αυτό πιθανώς να οφείλεται στην απώλεια της ποικιλότητας λόγω 
της μεταπαγετωνικής εξάπλωσης προς το βορρά (Hewitt 1999) αλλά και λόγω 
των εκτενών μετακινήσεων του καφέ ευρωπαϊκού λαγού.
Στην Ελλάδα η φυλογεωγραφική δομή των πληθυσμών του καφέ ευρωπαϊκού 
λαγού υποδεικνύει ότι οι πληθυσμοί δεν έχουν επηρεαστεί από 
απελευθερώσεις αν και στην μελέτη των Mamuris et al. (2001) έχουν βρεθεί 
απλότυποι μετακινημένων ατόμων. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι στον 
ελλαδικό χώρο οι απελευθερώσεις λαγών από διαφορετικές ευρωπαϊκές χώρες 
άρχισαν την δεκαετία του 1980 και δεν έγιναν σε μεγάλη κλίμακα όπως σε 
πολλές ευρωπαϊκές χώρες. Επιπρόσθετα η εισδοχή του mtDNA από
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αλλόχθονες γονιδιακές δεξαμενές σε φυσικούς πληθυσμούς δεν είναι υψηλή 
εξαιτίας της περιορισμένης βιωσιμότητας των εκτρεφόμενων ατόμων σε σχέση 
με τους άγριους πληθυσμούς. Η ύπαρξη δυο διακριτών φυλομάδων μέσα στον 
καφέ ευρωπαϊκό λαγό, η γεωγραφική δομή μέσα σε κάθε ομάδα και η 
υψηλότερη γενετική ποικιλότητα των πληθυσμών από τα καταφύγια είναι οι 
τρεις παράγοντες που πρέπει να ληφθούν υπόψη σε κάθε σχέδιο διαχείρισης 
και διατήρησης του καφέ ευρωπαϊκού λαγού. Οι δυο ομάδες η «δυτική» και η 
«ανατολική» συνιστούν διαφορετικές εξελικτικές μονάδες (Moritz 1994) και 
περαιτέρω ανάμειξή τους, εκτός από τη ζώνη υβριδισμού, θα πρέπει να 
αποφευχθεί.
Η πρώτη ενέργεια για τη διατήρηση της γενετικής ακεραιότητας του καφέ 
ευρωπαϊκού λαγού στην Ελλάδα είναι να σταματήσουν όλα τα προγράμματα 
εμπλουτισμού όπως έχει προταθεί από τους Mamuris et al. (1999). Όταν ο 
εμπλουτισμός είναι αναπόφευκτος θα πρέπει να δίνεται μεγάλη προσοχή στη 
γενετική σύνθεση των ατόμων του προγράμματος εμπλουτισμού. Θα πρέπει 
να γίνεται εμπλουτισμός μόνο σε πληθυσμούς με παρόμοιο γενετικό υπόβαθρο 
και τα απελευθερωμένα άτομα θα πρέπει να παρουσιάζουν μεγάλη γενετική 
ποικιλότητα.
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